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RESUMO 
 
Em bacilos Gram negativos, a produção de β-lactamases é o fator contribuinte 
mais importante para a aquisição de resistência aos antimicrobianos β-
lactâmicos. As carbapenemases, β-lactamases com eficiência catalítica contra 
os carbapenens, representam a família mais versátil destas enzimas, 
possuindo um amplo espectro de atividade, que compreende quase todos os 
antimicrobianos β-lactâmicos. O objetivo deste estudo foi caracterizar 
geneticamente e bioquimicamente uma nova carbapenemase da classe A de 
Ambler, identificada em amostras clínicas de Klebsiella pneumoniae resistentes 
aos carbapenens, isoladas de dois hospitais da cidade de São Paulo. Material 
e métodos: O teste de sensibilidade foi realizado pela técnica de microdiluição, 
de acordo com as recomendações do CLSI. O teste de hidrólise foi realizado 
para verificar se as amostras eram capazes de degradar o imipenem por meio 
da produção de enzimas. A reação da cadeia em polimerase foi utilizada para a 
detecção dos genes codificadores de β-lactamases, seguida pela reação de 
sequenciamento dos respectivos amplicons. A corrida eletroforética em géis de 
poliacrilamida com intervalos conhecidos de pH foi realizada para determinar o 
pI das β-lactamases presentes. A relação genética entre as amostras foi 
determinada pela técnica de PFGE, e o perfil plasmidial foi determinado por 
meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% após a extração dos plasmídeos 
por duas metodologias diferentes. A transformação foi utilizada para determinar 
se o gene responsável pela resistência aos carbapenens estava localizado no 
plasmídeo, seguido pelo sequenciamento em larga escala do plasmídeo 
carreador do gene de resistência aos carbapenens. Após a identificação do 
gene, experimentos de cinética enzimática foram realizados para determinar os 
parâmetros bioquímicos da nova enzima. A determinação da frequência do 
gene blaBKC foi realizada por PCR para uma coleção de 472 amostras de 
Klebsiella spp. Resultados: O teste de sensibilidade confirmou a resistência a 
todos os antimicrobianos testados, incluindo os carbapenens, as quinolonas, e 
os aminoglicosídeos canamicina e amicacina. A hidrólise dos carbapenens foi 
detectada em todos os isolados, sendo inibida somente pelo ácido clavulânico. 
A PCR revelou a presença dos genes blaCTX-M-2 e blaSHV-like. Entretanto, nenhum 
  
xvi 
gene codificador de carbapenemases foi detectado. As três amostras 
pertenciam ao mesmo clone e apresentaram o mesmo perfil plasmidial, com a 
presença de quatro plasmídeos (2, 8, 10 e 140 Kb). Somente o plasmídeo de 
10 Kb foi recuperado da cepa transformante, sendo totalmente sequenciado. 
Além dos genes de mobilização e replicação, o plasmídeo também apresentou 
o gene aphA, responsável pela resistência aos aminoglicosídeos, e uma ORF 
que codificava uma proteína de 313 aminoácidos correspondente a uma β-
lactamase, que foi nomeada de blaBKC. Esta enzima possui maior similaridade 
com uma β-lactamase presente no plasmídeo do Sinorhizobium meliloti AK83 
(63%). O transformante mostrou um aumento de 10 vezes na CIM do 
ertapenem. Dentre as 472 amostras pesquisadas, somente uma carreava o 
gene blaBKC, correspondendo a uma frequência de 0,2%, Conclusões: Apesar 
da disseminação de K. pneumoniae produtora de KPC no Brasil, nós 
identificamos uma nova carbapenemase pertencente a classe A, demonstrando 
a diversidade e rápida evolução das β-lactamases em isolados clínicos de K. 
pneumoniae. 
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ABSTRACT 
 
Background: The aim of this study was to characterize a new class A 
carbapenemase isolated from 3 carbapenem resistant K. pneumonaie clinical 
isolates, collected from two hospitals located in São Paulo, Brazil. Methods: 
The antimicrobial susceptibility profile was determined by the CLSI broth 
microdilution method. Carbapenem hydrolysis was carried out by 
spectrophotometer assays. The presence of β-lactamase encoding genes was 
investigated by PCR followed by DNA sequencing. Genetic relationship among 
the K. pneumonaie isolates was assessed by PFGE. Plasmid extraction was 
performed by the Kieser and Plasmid miniprep techniques. Transformants were 
obtained by electroporation using E. coli Top10. The plasmid sequencing was 
carried out in the 454 Roche platform. Cloning experiments were performed 
using pET26 plasmid with E. coli DH5α and BL21 DE3. Protein purification was 
done by ion exchange chromatography. Results: The susceptibility test 
confirmed the resistance to all β-lactams tested, including carbapenems, 
quinolones, kanamycin and amikacin. Carbapenem hydrolysis was detected in 
all KPN isolates, which was inhibited only by clavulanic acid. PCR experiments 
showed the presence of blaCTX-M-2 and blaSHV-like genes. In contrast, no known 
carbapenemases encoding genes were identified. All K. pneumonaie isolates 
belonged to the same PFGE pattern and presented an identical plasmid profile, 
with the presence of four plasmids (2, 8, 10 and 140Kb). A 10Kb plasmid 
obtained from the transformant was fully sequenced. Besides the replication 
and mobilization genes, the plasmid possessed an aphA, responsible for the 
aminoglycoside resistance, and an open reading frame, that codifies a 313 
amino acid protein corresponding to a β-lactamase, named blaBKC. This enzyme 
possesses the highest identity with a β-lactamase present in the Sinorhizobium 
meliloti AK83 plasmid (63%). The transformant showed a 10-fold increase in the 
ertapenem MIC. Conclusions: Despite of the wide spread of KPC-producing K. 
pneumonaie in Brazil, we report a new class A carbapenemase illustrating the 
diversity and rapid evolution of β-lactamases in K. pneumonaie clinical isolates.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
Em 1882, Friedlander descreveu um bacilo encapsulado isolado 
de pacientes com pneumonia, que recebeu o nome de seu descobridor, bacilo 
de Friedlander. Somente em 1886, o bacilo foi renomeado como Klebsiella. As 
bactérias deste gênero possuem 0,3 a 1 µm de diâmetro e de 0,6 a 6 µm de 
comprimento, são Gram negativas, anaeróbias facultativas, imóveis e 
encapsuladas; também são caracterizadas bioquimicamente por serem 
fermentadoras da glicose, utilizarem o citrato como fonte de carbono, 
hidrolisarem a uréia e não produzirem ácido sulfídrico. A espécie Klebsiella 
pneumoniae é classificada como pertencente à família Enterobacteriaceae 
(Koneman et al., 1997; Farmer et al., 2007; Shon et al., 2013). 
Esta espécie pode ser encontrada em vários nichos ecológicos, 
como solo e água, e também como saprófita em humanos e outros mamíferos, 
colonizando o trato gastrointestinal, a pele e a nasofaringe. Na era pré-
antibiótica, esta espécie foi considerada um agente importante causador de 
infecções adquiridas na comunidade, principalmente pneumonia. Entretanto, 
pneumonia comunitária causada por K. pneumoniae é rara hoje em dia, e 
novas manifestações de infecções comunitárias tem sido descritas, como é o 
caso, por exemplo, do abscesso hepático causado por cepas hipervirulentas, 
principalmente no sudoeste asiático (Farmer et al., 2007; Tzouvelekis et al., 
2012; Shon et al., 2013). 
Durante a década de 1970, a epidemiologia e espectro das 
infecções causadas por K. pneumoniae mudaram dramaticamente quando esta 
espécie se estabeleceu no ambiente hospitalar, se tornando uma das principais 
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causas de infecções associadas a assistência a saúde. Infecções acometendo 
o trato urinário, o trato respiratório, a pele e partes moles, o trato 
gastrointestinal e a corrente sanguínea quando associado a dispositivos 
intravasculares são as síndromes mais comuns causadas por este patógeno 
(Tzouvelekis et al., 2012; Shon et al., 2013). Na América Latina, K. pneumoniae 
é a terceira causa de infecções de corrente sanguínea, e o quarto patógeno 
mais frequentemente isolado em pneumonias e infecções de pele e tecidos 
moles. No Brasil, de acordo com o estudo SCOPE, este patógeno também 
ocupa o terceiro lugar como causador de infecções de corrente sanguínea 
associadas à infecção hospitalar (Gales et al., 2012; Marra et al., 2011). Sua 
alta capacidade de colonização, aliada à sua também alta capacidade de 
aquisição de resistência aos antibióticos, permitiu que a K. pneumoniae 
persistisse e se disseminasse rapidamente dentro dos hospitais (Tzouvelekis et 
al., 2012). 
O desenvolvimento dos antibióticos permanece como um dos 
maiores avanços da medicina moderna (Drawz & Bonomo, 2010). Dentre todos 
os antibióticos, os β-lactâmicos se tornaram a classe mais proeminente, tendo 
um grande impacto positivo na saúde humana, principalmente devido à sua 
eficácia e segurança (Fisher & Mobashery, 2009). O surgimento e a 
disseminação de β-lactamases de espectro estendido (ESBL) têm 
comprometido o uso dos β-lactâmicos para o tratamento empírico de infecções 
em pacientes hospitalizados causadas pelos vários gêneros da família 
Enterobacteriaceae. Como conseqüência, o uso terapêutico dos carbapenens 
tem aumentado significativamente em alguns hospitais e bacilos Gram 
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negativos resistentes a esta classe começaram a ser isolados (Castanheira et 
al., 2008). 
Os carbapenens são estáveis à maioria das β-lactamases 
produzidas por bactérias Gram negativas. Entretanto, o número de isolados 
Gram negativos resistentes aos carbapenens vem aumentando. A resistência 
aos carbapenens pode ocorrer devido à combinação de diferentes 
mecanismos, como modificações na permeabilidade da membrana externa 
associada à hiperprodução de β-lactamases do tipo AmpC ou ESBL 
(Nordmann et al., 2009). Entretanto, a produção de β-lactamases que 
degradam os carbapenens, conhecidas como carbapenemases, é o principal 
mecanismo de resistência aos carbapenens. Estas enzimas são classificadas 
de acordo com os seus requerimentos funcionais e a estrutura de seu sítio 
ativo, podendo ser divididas em metalo-β-lactamases (MBLs), pertencentes à 
classe B de Ambler, e em serino-β-lactamases pertencentes às classes A e D 
de Ambler (Poirel et al., 2007; Castanheira et al., 2008; Nordmann et al., 2009). 
Como a detecção laboratorial de tais enzimas, em enterobactérias 
é difícil, muitos laboratórios clínicos não são capazes de detectá-las 
corretamente. Este fato pode fazer com que os níveis reais de resistência e 
prevalência destas enzimas no território brasileiro sejam ainda maiores do que 
os descritos. Além disso, estas enzimas são carreadas por elementos 
genéticos móveis, como plasmídeos e transposons, o que aumenta muito seu 
poder de disseminação. 
Este trabalho visa caracterizar uma nova enzima com ação 
carbapenemase detectada em hospitais da cidade de São Paulo. Até o 
momento, são conhecidas poucas características desta nova enzima, e 
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estudos adicionais são necessários para a determinação das propriedades 
bioquímicas, bem como seu contexto genético e provável origem. O 
entendimento destas características é essencial, principalmente para que 
medidas de controle de infecções associadas à assistência a saúde possam 
ser tomadas corretamente, e assim conter sua disseminação. Além disso, o 
conhecimento de suas características e propriedades bioquímicas poderiam 
auxiliar os laboratórios de microbiologia hospitalares na detecção correta dos 
isolados bacterianos produtores desta enzima, auxiliando, assim, na terapia 
antimicrobiana mais adequada a ser empregada.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo principal 
 Caracterizar geneticamente e bioquimicamente uma nova 
carbapenemase da classe A de Ambler, blaBKC-1, identificada em 
isolados clínicos de Klebsiella pneumoniae resistentes aos 
carbapenens. 
 
2.2. Objetivos secundários 
 Avaliar a similaridade genética entre as amostras clínicas de K. 
pneumoniae; 
 Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos; 
 Identificar os genes codificadores de β-lactamases; 
 Determinar a localização do gene codificador da carbapenemase; 
 Determinar o contexto genético do gene codificador da 
carbapenemase; 
 Determinar o ponto isoelétrico da nova β-lactamase; 
 Determinar o perfil cinético e de inibição da nova β-lactamase; 
 Determinar a frequência do gene blaBKC-1 em amostras clínicas de 
Klebsiella spp. isoladas no território brasileiro. 
 
Revisão de Literatura                                                                                                                            25 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Revisão de Literatura 
  
Revisão de Literatura                                                                                                                            26 
 
3. REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1. Antimicrobianos β-lactâmicos 
 
Os antimicrobianos β-lactâmicos pertencem a uma das maiores 
classes de antibióticos, sendo seu mecanismo de ação e de resistência bem 
documentados. Esta classe de antimicrobianos está entre as drogas com maior 
sucesso para o tratamento de infecções bacterianas causadas por diferentes 
espécies no último século e representam a classe de agentes antibacterianos 
mais frequentemente prescritos (Zhanel et al., 2007; Basseti et al., 2009; 
Worthington & Melander, 2013). 
A descoberta dos β-lactâmicos é atribuída à Alexander Fleming, 
que em setembro de 1928 observou a inibição do crescimento de colônias de 
Staphylococcus spp. após a contaminação das placas de seu estudo com o 
fungo Penicillum notatum. Entretanto a produção e o uso da penicilina na 
prática clínica ocorreram somente 15 anos após a descoberta de Fleming, em 
1943 (Demain & Elander, 1999; Ferreira et al., 2008; Suárez & Gudiol, 2009).  
Esta classe de antibióticos é definida quimicamente pela presença 
do anel β-lactâmico, e é este anel que determina o mecanismo de ação destas 
drogas, devido à sua grande similaridade com as cadeias terminais D-alanina-
D-alanina dos peptideoglicanos (Figura 3.1). Este fato também determina sua 
baixa toxicidade, uma vez que esta classe de antimicrobianos não atingem 
alvos celulares eucarióticos (Suárez & Gudiol, 2009). 
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Figura 3.1. Comparação das estruturais dos terminais do dipeptídeo N-acil-D-Ala-D-
Ala do peptideoglicano e da forma N-acil penicilina (Fisher & Mobashery, 2009). 
 
 
O esqueleto básico dos antimicrobianos β-lactâmicos, chamado 
de núcleo, é formado pelo anel β-lactâmico associado ou não a outro anel, 
formando assim estruturas bicíclicas (Figura 3.2). A associação de diferentes 
tipos de cadeias lineares (radicais), juntamente com as próprias características 
do esqueleto básico dos β-lactâmicos, modificam as propriedades dos 
compostos resultantes, dando origem a diferentes grupos de antimicrobianos β-
lactâmicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos, carbapenens e 
inibidores de β-lactamases). As diferentes cadeias laterais (radicais do carbono 
6 do núcleo) conferem diferentes perfis farmacodinâmicos, diferentes espectros 
de ação antibacteriana e diferentes níveis de resistência às β-lactamases 
(Caselli et al., 2001; Suárez & Gudiol, 2009). 
 
 
Revisão de Literatura                                                                                                                            28 
 
 
Figura 3.2. Estrutura dos antimicrobianos β-lactâmicos. Adaptado de Suárez & Gudiol, 
2009. 
 
3.2. Mecanismo de ação dos antimicrobianos β-lactâmicos 
 
Os antimicrobianos β-lactâmicos interferem de modo específico 
na biossíntese dos peptideoglicanos. Este elemento é o maior constituinte da 
parede celular bacteriana, e forma uma rede tri-dimensional que circunda a 
membrana celular bacteriana e a protege contra o choque osmótico, além de 
manter o formato e rigidez da parede celular tanto em microrganismos Gram 
positivos quanto em Gram negativos (Matagne et al., 1998).  
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A parede celular bacteriana é formada pela repetição de unidades 
alternadas dos dissacarídeos ácido N-acetilmurâmico (NAM) e N-
acetilglucosamina (NAG). As unidades individuais destes elementos são 
produzidas no interior da célula, entretanto sua ligação cruzada final é 
catalisada fora da membrana citoplasmática por um grupo de enzimas 
chamadas transpeptidases. Essas enzimas utilizam uma serina em seu sítio 
ativo e realizam seu ciclo catalítico por meio de uma via de acilação e 
desacilação do terminal D-alanina-D-alanina da cadeia peptídica. Nesta reação, 
uma ligação peptídica é formada entre o penúltimo resíduo D-alanina de uma 
cadeia e a extremidade livre de um ácido pimélico (Gram negativas) ou um 
resíduo D-lisina (Gram positivas) na outra cadeia (Matagne et al., 1998; Drawz 
& Bonomo, 2010; Wilke et al., 2005; Fisher & Mobashery, 2009).  
Os antimicrobianos β-lactâmicos inibem eficientemente a ação 
dessas transpeptidades, e devido a este fato, essas enzimas foram 
denominadas proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs). Estas enzimas 
reconhecem os β-lactâmicos como análogos estruturais dos terminais D-
alanina-D-alanina e como doadores eficientes do grupo acil para seu sítio ativo, 
formando complexos covalentes β-lactâmico-acil-enzima que bloqueiam a 
reação de transpeptidação, pois as PBPs não são capazes de transferir o 
complexo acil-enzima para o β-lactâmico (transpeptidação) nem para uma 
molécula de água, o qual regeneraria o sítio ativo. Como a formação da parede 
celular bacteriana é um processo dinâmico, com formação e autólise ocorrendo 
ao mesmo tempo, quando as PBPs são inibidas pelo β-lactâmico, a autólise da 
parede continua, enfraquecendo a ligação entre os peptideoglicanos e tornando 
a célula mais susceptível à lise celular por pressão osmótica (Matagne et al., 
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1998; Drawz & Bonomo, 2010; Wilke et al., 2005; Fisher & Mobashery, 2009; 
Papp-Wallace et al., 2011). 
A resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos podem ocorrer 
através de três principais mecanismos: (i) pela produção de enzimas que 
degradam os antimicrobianos (β-lactamases); (ii) alteração das PBPs, o sítio 
alvo dos antimicrobianos; e (iii) alteração da permeabilidade da membrana 
externa (Wilke et al., 2005). 
 
3.3. β-Lactamases 
 
Em bacilos Gram negativos, a produção de β-lactamases é o fator 
contribuinte mais importante para a aquisição de resistência aos 
antimicrobianos β-lactâmicos (Bush, 2001). As penicilinas, cefalosporinas, 
monobactâmicos e carbapenens podem ser hidrolisados por vários membros 
da família das β-lactamases, e a interação entre estas enzimas e seus 
substratos resultam em compostos inativos que permitem a sobrevida da célula 
bacteriana. Algumas dessas enzimas utilizam íons de zinco como cofatores 
enzimáticos, enquanto a grande maioria opera via produção de ésteres de 
serina (Livermore, 1995). A quantidade de enzima produzida, a habilidade 
dessa enzima em hidrolisar o β-lactâmico e a velocidade com que o 
antimicrobiano penetra na célula são fatores que irão influenciar no nível da 
resistência (Livermore, 1995).  
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3.3.1. Mecanismo de ação das serino-β-lactamases 
 
O mecanismo que as serino β-lactamases utilizam para hidrolisar 
os antimicrobianos β-lactâmicos é o mesmo mecanismo que as PBPs utilizam 
na acilação destes antimicrobianos; entretanto, as β-lactamases utilizam 
moléculas de água estrategicamente posicionadas para a posterior desacilação 
do complexo. Desta maneira, a β-lactamase é regenerada após a liberação do 
antimicrobiano inativo, estando livre para inativar moléculas adicionais de 
substrato (Drawz & Bonomo, 2010). 
Todas as β-lactamases, incluindo as β-lactamases de espectro 
restrito, as ESBLs e as carbapenemases, possuem quatro sítios altamente 
conservados em sua sequência: os aminoácidos Serina-X-X-Lisina na posição 
70; a sequência Serina-Aspartato-Asparagina na posição 130; o Glutamato na 
posição 166; e a tríade Lisina-Treonina/Serina-Glicina na posição 234 
(posições de acordo com a numeração de Ambler). Estes aminoácidos 
compõem o sítio ativo das β-lactamases (Queenam & Bush, 2007). 
A Figura 3.3 exemplifica as etapas necessárias para que a 
hidrólise dos antimicrobianos aconteça. Após a formação do complexo de 
Henri-Michaelis entre a β-lactamase e o antimicrobiano β-lactâmico, o sítio 
ativo, que contém o aminoácido serina (Ser70), realiza um ataque nucleofílico à 
carbonila do β-lactâmico (acilação), resultando na formação de um complexo 
intermediário tetraédrico de alta energia. Este intermediário transita para um 
complexo de baixa energia (complexo covalente acil-enzima) após a 
protonação do nitrogênio do anel β-lactâmico e clivagem da ligação entre os 
átomos de nitrogênio e carbono do anel β-lactâmico. Na próxima etapa ocorre a 
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desacilação, onde uma molécula de água é ativada e ataca o complexo 
covalente acil-enzima, levando à formação de um intermediário de desacilação 
tetraédrico de alta energia. A hidrólise da ligação entre a carbonila do β-
lactâmico e o átomo de oxigênio da serina nucleofílica regenera o sítio ativo da 
enzima e libera o β-lactâmico inativo. Para que os processos de acilação e 
desacilação ocorram é necessária a ativação da serina nucleofílica e da 
molécula de água, respectivamente. O aminoácido glutamato, presente na 
posição 166, pela numeração de Ambler, age como a base ativadora da 
molécula de água na etapa de desacilação, entretanto, os mecanismos 
envolvidos na ativação da serina nucleofílica ainda não estão bem 
estabelecidos. Alguns pesquisadores acreditam que o glutamato, presente na 
posição 166, realiza a desprotonação da serina 70 através de uma molécula de 
água, enquanto outros defendem que o aminoácido lisina, presente na posição 
73, serve como base para a desprotonação da serina catalítica (Matagne et al., 
1998; Pérez-Llarena & Bou, 2009; Drawz & Bonomo, 2010). 
A velocidade em que a hidrólise do β-lactâmico ocorre pode 
exceder valores de mais de 1.000 moléculas de antibiótico hidrolisado por 
segundo por molécula de enzima ou pode ser menor que 1 molécula de 
antibiótico hidrolisada por hora por enzima. Cada β-lactamase possui seus 
próprios valores de taxa de hidrólise para cada substrato específico. Devido a 
grande variedade de β-lactamases existentes, se tornou necessário o 
desenvolvimento de um critério pela qual essas enzimas pudessem ser 
comparadas (Bush, 1988). 
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Figura 3.3. Mecanismo proposto para a reação de hidrólise da penicilina por uma β-
lactamase da classe A de Ambler, onde o glutamato na posição 166 participa tanto da 
acilação quanto da desacilação do β-lactâmico. As linhas tracejadas representam as 
pontes de hidrogênio e os números, a ordem dos eventos (Adaptado de Drawz & 
Bonomo, 2010). 
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3.3.2. Cinética Enzimática 
 
Cinética é o estudo da velocidade das reações químicas. A 
velocidade da reação e a maneira como esta modifica-se em resposta a 
diferentes condições, e está intimamente relacionada com os passos da 
reação, indicando assim seu mecanismo. É por meio de estudos cinéticos que 
se podem determinar as afinidades de ligação de substratos e inibidores a uma 
enzima e sua eficiência catalítica máxima (Voet & Voet, 2006). Os valores de 
hidrólise de cada β-lactamase frente a cada substrato (antimicrobiano β-
lactâmico), assim como sua afinidade, pode ser influenciado por diversos 
fatores, como a concentração do substrato, temperatura, o pH e a presença de 
inibidores (Galleni & Frère, 2007). 
As enzimas [E] catalisam a transformação química de uma 
molécula, o substrato [S], para uma forma molecular diferente, o produto [P]. 
Entretanto, para esta reação ocorrer é necessário que a enzima e o substrato 
se encontrem, formando um complexo binário [ES] que se une através da 
interação do substrato a um ponto específico da molécula enzimática, o sítio 
ativo. Esta sequência de eventos está esquematizada abaixo, onde as 
constantes de dissociação estão representadas pelo k. A formação do 
complexo ES é essencial para a ação das enzimas, sendo também o ponto de 
partida para tratamentos matemáticos que definem o comportamento cinético 
das reações catalisadas por essas enzimas (Copeland, 2000; Lehninger et al., 
2002). 
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O esquema acima prediz que a velocidade da reação é 
proporcional à concentração do complexo ES (v = k2[ES]). Portanto, em baixas 
concentrações de S, a concentração do complexo ES será diretamente 
proporcional à concentração do S. Entretanto, em altas concentrações de S, 
praticamente toda enzima estará presente na forma do complexo ES. Sob tais 
condições, a velocidade da reação irá depender da taxa da transformação 
química que converte o complexo ES em E + P (k2). A adição de mais 
substrato, nestas condições, não terá efeito na velocidade da reação, que 
permanecerá linear (Figura 3.4), atingindo sua velocidade máxima (Vmáx) e 
caracterizando o estado estacionário da reação (Copeland, 2000). 
Como a concentração do substrato é um grande interferente na 
velocidade da reação, uma abordagem utilizada em experimentos cinéticos é 
medir a velocidade inicial (V0) utilizando uma concentração de substrato muito 
maior que a concentração da enzima. Assim, se o tempo de reação for 
suficientemente curto, as mudanças na concentração do substrato serão 
desprezíveis, podendo ser considerada uma constante (Lehninger et al., 2002). 
A curva representada na Figura 3.4 pode ser algebricamente pela 
equação de Michaelis-Menten, utilizada na maioria das análises de cinéticas 
enzimáticas onde a enzima possua somente um substrato: 
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Figura 3.4. Curva representativa da velocidade da reação enzimática de acordo com a 
concentração do substrato (Adaptado de Copeland, 2000). 
 
Nesta equação, Km, também chamada de constante de Michaelis, 
é a concentração de substrato na qual a velocidade da reação é metade da 
velocidade máxima (Vmáx). Este valor é utilizado como uma medida relativa da 
afinidade de determinada enzima a um substrato, podendo variar de enzima 
para enzima, e também entre diferentes substratos para uma mesma enzima 
(Copeland, 2000; Lehninger et al., 2002). 
Outra constante cinética muito utilizada na avaliação da cinética 
enzimática é o valor de kcat. Ela define o número e eventos catalíticos 
(transformação de substrato em produto) que ocorrem por unidade de tempo 
por unidade de enzima, definindo a velocidade máxima que uma reação 
enzimática pode ocorrer em uma concentração fixa de enzima e disponibilidade 
infinita de substrato. Devido a este fato, kcat é representativo da constante de 
velocidade mais lenta da reação. Por outro lado, a eficiência catalítica de uma 
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enzima é melhor definida pela divisão das constantes cinéticas, kcat/Km. Esta 
constante permite comparar as eficiências de diferentes enzimas, assim como 
a utilização de diferentes substratos para uma mesma enzima (Copeland, 
2000; Lehninger et al., 2002). 
 
3.3.3. Classificação das β-lactamases 
 
Atualmente, existem duas propostas de classificação das β-
lactamases. A classificação de Ambler foi proposta, em 1980, com base na 
estrutura molecular das β-lactamases, de acordo com a sequência de 
aminoácidos que as codifica. Somente quatro classes moleculares principais de 
β-lactamases foram descritas: A) β-lactamases de espetro estendido (ESBLs), 
penicilinases e carbenicilinases; B) metalo-β-lactamases (MBLs); C) 
cefalosporinases cromossomais; e D) oxacilinases. A classificação de Bush 
(Bush, 1989) foi a primeira a correlacionar o substrato preferencial e 
propriedades inibitórias com a estrutura molecular da enzima. Em 1995, uma 
atualização da classificação idealizada por Bush, Jacoby e Medeiros foi 
proposta, que combinava as características estruturais e funcionais das β-
lactamases (Bush et al., 1995). Esta mesma classificação foi atualizada em 
2010 (Bush & Jacoby, 2010), de modo a incluir novas β-lactamases descritas a 
partir de 1995. A Tabela 3.1 apresenta de modo simplificado, a correlação entre 
as três classificações e as características funcionais das β-lactamases. 
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Tabela 3.1. Características funcionais e moleculares dos principais grupos de β-lactamases. 
Classificação de 
BUSH e JACOBY, 
2010 
Classificação de 
BUSH, JACOBY e 
MEDEIROS, 1995 
Classificação de 
AMBLER, 1989 
Características funcionais Enzimas 
1 1 C 
Hidrolisa cefalosporinas e cefamicinas, geralmente com valores 
maiores de kcat quando comparadas às penicilinas. 
Não inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
Alta afinidade por aztreonam. 
AmpC de Pseudomonas 
aeruginosa e Escherichia 
coli, CMY-2, FOX-1, MIR-
1, P99 
1e NI C 
Hidrolisa penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas de espectro 
ampliado e monobactâmicos. 
Não inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
GC1, CMY-37 
2a 2a A 
Hidrolisa eficientemente as penicilinas. 
Inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
PC1 e outras 
penicilinases de 
Staphylococcus spp. 
2b 2b A 
Hidrolisa eficientemente as penicilinas, a cefaloridina, a cefazolina e 
a cefalotina. 
Inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
SHV-1, TEM-1, TEM-2, 
TEM-90 
2be 2be A 
Hidrolisa penicilinas, cefalosporinas de espectro ampliado e 
monobactâmicos. 
Inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
ESBLs: CTX-M-15, PER-
1, SFO-1, SHV-5, TEM-
10, TEM-26, VEB-1 
2br 2br A 
Hidrolisa eficientemente as penicilinas, a cefaloridina, a cefazolina e 
a cefalotina. 
Inibida fracamente pelo ácido clavulânico. 
IRTs: TEM-30, TEM-76, 
TEM-103, SHV-10, SHV-
26 
2ber NI A 
Hidrolisa penicilinas, cefalosporinas de espectro ampliado e 
monobactâmicos. 
Menos eficientemente inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
CMTs: TEM-50, TEM-68, 
TEM-89 
2c 2c A 
Hidrolisa eficientemente a carbenicilina. 
Inibida pelo ácido clavulânico. 
PSE-1, CARB-3 
2ce NI D 
Hidrolisa eficientemente carbenicilina, cefepima e cefpiroma. 
Inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
RTG-4 
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Tabela 3.1. Continuação. 
Classificação de 
BUSH e JACOBY, 
2010 
Classificação de 
BUSH, JACOBY e 
MEDEIROS, 1995 
Classificação de 
AMBLER, 1989 
Características funcionais Enzimas 
2d 2d D 
Hidrolisa eficientemente a cloxacilina ou oxacilina. 
Inibição variável pelo ácido clavulânico. 
OXA-1, OXA-10 
2de NI D 
Hidrolisa penicilinas e cefalosporinas de espectro ampliado. 
Inibição variável pelo ácido clavulânico. 
ESBLs: OXA-11, OXA-15 
2df NI D 
Hidrolisa carbapenens e cloxacilina ou oxacilina. 
Inibição variável pelo ácido clavulânico. 
OXA-23, OXA-48 
2e 2e A 
Hidrolisa eficientemente cefalosporinas. 
Inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
CepA 
2f 2f A 
Hidrolisa carbapenens, cefalosporinas, penicilinas e cefamicinas. 
Fracamente inibida pelo ácido clavulânico e tazobactam. 
IMI-1, KPC-2, KPC-3, 
SME-1, GES-2 
3a 3 B 
Hidrolisa todos os antimicrobianos β-lactâmicos. 
Inibida pelo EDTA e quelantes de íons divalentes, não inibida pelo 
ácido clavulânico e tazobactam. 
IMP-1, L1, NDM-1, VIM-1 
3b 3 B 
Hidrolisa preferencialmente carbapenens. 
Inibida pelo EDTA e quelantes de íons divalentes, não inibida pelo 
ácido clavulânico e tazobactam. 
CphA, Sfh-1 
NI 4 ND 
Enzimas não sequenciadas que não são agrupados em outros 
grupos. 
 
Abreviatura: NI, grupo não incluso; ND, não determinado (Adaptado do artigo de Bush & Jacoby, 2010 e Bush & Fisher, 2011). 
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3.4. Carbapenemases 
 
As carbapenemases são β-lactamases com eficiência catalítica 
contra os carbapenens. Estas enzimas representam a família mais versátil das 
β-lactamases, possuindo um amplo espectro de atividade, que compreende 
quase todos os antimicrobianos β-lactâmicos. Além disto, algumas destas 
enzimas apresentam maior resistência aos inibidores de β-lactamases 
comercialmente disponíveis (Queenam & Bush, 2007). As carbapenemases 
estão inseridas nas classes moleculares A, B e D de Ambler e nos grupos 
funcionais 2df, 2f, 3a e 3b de Bush, Jacoby e Medeiros.  
Os carbapenens servem como inibidores das ESBLs através da 
formação de complexos acil-enzimas duradouros, onde a acilação ocorre 
rapidamente, mas o processo de desacilação é muito lento. A interação dos 
carbapenens com as carbapenemases tende então a ser diferente ao 
observado para as demais β-lactamases, principalmente quanto ao processo 
de desacilação. Entretanto, apesar de vários estudos bioquímicos e estruturais, 
a base para esta hidrólise ainda não está estabelecida (Fonseca et al., 2012). 
As serino-carbapenemases da classe A e pertencentes ao grupo 
funcional 2f têm sido as mais frequentemente reportadas em isolados clínicos 
desde sua primeira descoberta, há mais de 20 anos atrás. As bactérias que 
produzem estas enzimas podem exibir desde alto grau de resistência aos 
carbapenens até concentrações inibitórias mínimas (CIMs) situadas abaixo dos 
pontos de corte de sensibilidade. Estas β-lactamases, portanto, podem não ser 
reconhecidas pelos testes de sensibilidade rotineiramente empregados pelos 
laboratórios de rotina (Queenam & Bush, 2007).  
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As famílias de β-lactamases da classe A, que possuem ação 
frente aos carbapenens incluem as enzimas NMC-A, IMI, SME, SFC, BIC e 
KPC. Um quarto membro desta classe, as β-lactamases do tipo GES, foram 
originalmente identificadas como ESBL, entretanto variantes que hidrolisam 
fracamente o imipenem foram descobertas no decorrer do tempo. Este 
subgrupo da enzima GES também é classificado como carbapenemases do 
grupo funcional 2f (Queenam & Bush, 2007). 
 
3.4.1. Carbapenemases cromossomais 
 
As carbapenemases da classe A vinham sido identificadas 
esporadicamente em isolados clínicos desde os anos 1980, sendo 
frequentemente encontradas no cromossomo bacteriano, como é o caso das 
enzimas IMI, NMC-A e SME (Nordmann, 2013). As enzimas SFC e BIC, 
descritas mais recentemente, por sua vez, foram encontradas no cromossomo, 
de amostras ambientais, isoladas de ambientes aquáticos (Henriques et al., 
2004; Girlich et al., 2010). Devido principalmente à sua localização 
cromossomal, estas carbapenemases possuem uma baixa frequência entre as 
β-lactamases encontradas em isolados clínicos, como responsáveis pela 
resistência aos carbapenens. 
Uma das principais características deste grupo de enzimas, que 
as diferem dos outros grupos de enzimas com atividade carbapenemase 
pertencentes à classe A de Ambler, é o seu perfil hidrolítico. Estas enzimas 
possuem um perfil de redução de sensibilidade ou resistência aos 
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carbapenens, associado à sensibilidade às cefalosporinas de espectro 
estendido (Nordmann & Poirel, 2002; Queenam & Bush, 2007). 
As primeiras amostras produtoras de carbapenemase foram 
isoladas em 1982, antes mesmo do início da comercialização dos 
carbapenens. A enzima SME-1 (Serratia marcescens enzyme) foi identificada 
em duas amostras de Serratia marcescens isoladas na Inglaterra. Pouco tempo 
depois, entre os anos de 1992 e 1999, isolados resistentes aos carbapenens 
foram identificados em três estados dos Estados Unidos, Minesota, Califórnia e 
Massachusetts. Estes isolados produziam a enzima SME-1, e uma nova 
variante, a SME-2. Atualmente existem somente cinco variantes da enzima 
SME, que diferem entre si por uma a duas substituições de aminoácidos 
(www.lahey.org/studies; Nordmann & Poirel, 2002; Queenam et al., 2000; 
Queenam & Bush, 2007; Poirel et al., 2007; Walther-Rasmussen & Hoiby, 
2007). Além dos Estados Unidos, onde há o maior número de descrições desta 
família de enzimas, a presença de SME já foi identificada em isolados de S. 
marcescens na Inglaterra, na Suíça e no Canadá. 
Em 1990, outra família de carbapenemases foi descrita em um 
isolado de Enterobacter cloacae proveniente de um paciente internado em um 
hospital francês. A enzima NMC-A (not metalloenzyme carbapenemase), 
possui somente 68% de similaridade com a SME-1. Entretanto possui 97% de 
similaridade com a enzima IMI-1 (imipenemase), identificado em duas amostras 
de E. cloacae isoladas em 1984. Interessantemente, blaIMI-2, um gene derivado 
da blaIMI-1 por uma mutação pontual, foi identificado em plasmídeos 
recuperados de cepas de Enterobacter asburiae isoladas de cinco rios dos 
Estados Unidos. Estas cepas eram clonalmente relacionadas, sugerindo a 
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existência de um reservatório ambiental para estes genes (Nordmann & Poirel, 
2002; Poirel et al., 2007). Atualmente, existem seis variantes da enzima IMI 
descritas (www.lahey.org/studies). 
Existem poucos relatos destas enzimas na literatura. A pouca 
frequência destas enzimas ocorre, principalmente, devido à sua localização 
cromossomal. As enzimas do tipo NMC-A/IMI só foram descritas em isolados 
de Enterobacter spp. isolados na França, nos Estados Unidos, na Argentina, na 
China, na Irlanda, na Finlândia e em Singapura (Poirel et al., 2007; Walther-
Rasmussen & Hoiby, 2007; Österblad et al., 2012; Boo et al., 2013; Teo et al., 
2013 ). 
Outras duas carbapenemases cromossomais foram descritas 
recentemente, ambas identificadas a partir de isolados ambientais. A enzima 
SFO-1, descrita em um isolado de Serratia fonticola, foi recuperada da água 
destinada ao consumo, ainda não tratada, da região de Trás-os-Montes, em 
Portugal, enquanto a enzima BIC-1 foi identificada em uma amostra 
Pseudomonas fluorescens isolada do rio Sena, em Paris (Saavedra et al., 
2003; Henriques et al., 2004; Girlich et al., 2010). Até o momento não existem 
outras descrições da produção destas enzimas. 
 
3.4.2. Carbapenemases Adquiridas 
 
Embora a produção de carbapenemases cromossomais traga 
grande preocupação, a produção de carbapenemases codificadas por 
elementos genéticos móveis, principalmente aquelas carreadas por 
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plasmídeos, são as responsáveis pelo cenário atual da resistência aos -
lactâmicos. As enzimas da família GES e KPC representam as 
carbapenamases pertencentes à classe A de Ambler codificadas por 
plasmídeos (Bush & Fisher, 2011). 
 
3.4.2.1. GES  
 
Em 1998, um isolado de K. pneumoniae foi recuperado em um 
hospital francês de uma criança de 1 mês de idade, que tinha sido transferida 
de um hospital da Guiana Francesa. A β-lactamase caracterizada desta cepa 
foi nomeada GES-1 (Guiana extended-spectrum), e devido ao seu espectro de 
hidrólise, que inclui penicilinas e cefalosporinas de espectro estendido, esta 
enzima foi classificada como uma ESBL (Walther-Rasmussen & Hoiby, 2007). 
Entretanto, em 2000, na África do Sul, foi isolada em uma P. aeruginosa uma 
nova variante da família GES, a enzima GES-2, que difere da GES-1 por uma 
única substituição de aminoácidos, de glicina por asparagina na posição 170 de 
Ambler. Devido a esta mutação, o espectro de ação da GES-2 passou a incluir 
os carbapenens (Poirel et al., 2001). A análise cinética demonstrou que embora 
a hidrólise de imipenem por GES-2 seja fraca, sua eficiência catalítica frente ao 
imipenem é 10 vezes superior àquela exibida por GES-1. Por outro lado, a 
atividade de GES-2 frente aos carbapenens é 1000 vezes inferior àquelas 
demonstradas por SME-1 e NMC-A (Nordmann & Poirel, 2002; Queenam & 
Bush, 2007). 
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Atualmente, existem 24 variantes da enzima GES descritas, que 
diferem entre si por uma a quatro alterações de aminoácidos 
(www.lahey.org/studies). As variantes GES-2, GES-4, GES-5, GES-6, GES-11, 
GES-14, GES-16 e GES-18 são as enzimas que apresentam atividade 
carbapenemase, sendo a alteração de glicina para asparagina ou serina na 
posição 170 de Ambler a responsável pela ampliação do espectro de atividade, 
que passam a incluir os carbapenens, destas enzimas (Poirel et al., 2001; 
Vourli et al., 2004; Wachino et al., 2004; Moubareck et al., 2009; Bogaerts et 
al., 2010; Peraro, 2011; Bebrone et al., 2012). Curiosamente, a GES-11, possui 
somente uma alteração de aminoácidos quando comparada à GES-1, uma 
alanina na posição 243 ao invés de uma glicina, e não possui a alteração 
localizada na posição 170, considerada a responsável pela degradação dos 
carbapenens (Moubareck et al., 2009). Entretanto, esta substituição de 
aminoácidos também está presente na enzima GES-9, uma ESBL, não 
conferindo atividade carbapenemase nesta enzima, apenas uma maior ação 
frente ao aztreonam, que também é observado na GES-11. 
Não existem muitos relatos de carbapenemases da família GES. 
A variante GES-5 é a carbapenemase mais disseminada desta classe, sendo 
encontrada no Brasil, no Canadá, no México, na Turquia, na Espanha, na 
África do Sul, na Coréia e na China (Jeong et al, 2005; Labuschagne et al., 
2008; Picão et al., 2009; Viedma et al., 2009; Castilo-Vera et al., 2010; Wang et 
al., 2010; Mataseje et al., 2012; Iraz et al., 2014). As enzimas GES-2, GES-4, 
GES-6, GES-14, GES-16 e GES-18 somente foram encontradas nos países de 
sua descrição, África do Sul, Japão, Grécia, França, Kuwait, Brasil e Bélgica, 
respectivamente. Estas enzimas têm sido frequentemente associadas com 
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ocorrências únicas. (Queenam; Bush, 2007). Entretanto, a enzima GES-14 já 
foi descrita na França, na Península Arábica e na Turquia. 
 
3.4.2.2. KPC 
 
As enzimas da família KPC (Klebsiella pneumoniae 
carbapenemase) são as carbapenemases da classe A mais relevantes. A 
blaKPC-1 foi inicialmente descrita em uma amostra de K. pneumoniae isolada na 
Carolina do Norte, Estados Unidos, em 1996, e seguida de várias descrições 
da variante blaKPC-2 (Nordmann at al., 2009; Nordmann at al., 2012a). Mais 
tarde, uma revisão na sequência enzima KPC-1 revelou que esta enzima 
possuía 100% de similaridade com a KPC-2, sendo a designação KPC-1 
considerada inválida. Atualmente, existem 16 variantes de KPC descritas 
(KPC-2 a KPC-17), que se diferenciam entre si por 1 a 6 alterações de 
aminoácidos (www.lahey.org/studies). 
Desde sua descoberta, 18 anos atrás, microrganismos produtores 
de blaKPC têm se disseminado ao redor do mundo (Figura 3.5), apresentando 
certas variações epidemiológicas locais. Países como Estados Unidos, Israel, 
Grécia e Colômbia são localidades onde a produção de blaKPC é endêmica, 
entretanto, países como Austrália, Nova Zelândia e Canadá possuem somente 
casos importados de bactérias produtoras de KPC (Munoz-Price et al., 2013). 
Na América Latina, a blaKPC-2 foi inicialmente descrita em duas 
amostras de K. pneumoniae identificadas na Colômbia em 2005, sendo que 
nenhum dos pacientes possuía um link epidemiológico a países onde esta 
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enzima já havia sido descrita (Munoz-Price et al., 2013). Entretanto, em 2008, 
um surto causado por K. pneumoniae produtora de KPC-3 foi detectado em um 
hospital terciário da cidade de Medelin. O caso índex foi identificado como 
sendo um paciente israelita, admitido no hospital em janeiro de 2008, para um 
transplante de fígado. Apesar das barreiras de controle de infecção adotadas, 
em dezembro do mesmo ano, 84 pacientes já tinham sido identificados como 
infectados (n=32) ou colonizados (n=52) por K. pneumoniae resistente aos 
carbapenens. Este surto foi causado por duas linhagens clonais, produtoras de 
blaKPC-2 e blaKPC-3, sendo que a linhagem produtora de KPC-3, pertencente ao 
ST258 era a mesma cepa causadora de vários surtos em Israel (Navon-
Venezia et al., 2009; Lopez et al., 2011). Foi na Colômbia também, onde foram 
identificados os primeiros casos de P. aeruginosa carreadoras de blaKPC-2, em 
2006 (Villegas et al., 2007). 
Na Argentina, as primeiras amostras produtoras de KPC-2, uma 
K. pneumoniae e um C. freundii, foram isolados em 2006, a partir da secreção 
de ferida cirúrgica de uma paciente internada em Buenos Aires. Após esta 
descrição, até julho de 2009, somente casos esporádicos de enterobactérias 
produtoras de KPC-2 haviam sido identificados. A partir de agosto desse ano, 
houve uma abrupta disseminação de isolados produtores de KPC-2 na 
Argentina, com um aumento de 6 vezes da detecção destas amostras em 30 
hospitais estudados. K. pneumoniae ST258 foi a responsável por 
aproximadamente 93% dos casos identificados (Pasteran et al., 2008; Gomez 
et al., 2011; Munoz-Price et al., 2013). No Chile, somente uma amostra de K. 
pneumoniae foi identificada como produtora de KPC, sendo isolada de um 
paciente oncológico transferido de um hospital italiano (Cifuentes et al., 2012).  
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Figura 3.5. Disseminação e incidência de isolados produtores de KPC ao redor do mundo. Adaptado de Munoz-Price et al., 2013. 
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A primeira descrição de K. pneumoniae produtora de KPC-2 no 
Brasil ocorreu no Recife, onde quatro amostras de K. pneumoniae foram 
isoladas entre setembro e novembro de 2006. Entretanto, estudos posteriores 
mostraram que a emergência do gene blaKPC-2 em hospitais brasileiros já 
ocorria desde 2005 (Monteiro et al., 2009; Pavez et al., 2009; Zavascki et al., 
2010). A partir do ano de 2010, uma grande disseminação do gene blaKPC-2 
vem sendo observada no Brasil. Isolados produtores de KPC-2 já foram 
detectados nas cinco regiões brasileiras, incluindo cidades como São Paulo, 
Rio de Janeiro, Recife, Belo Horizonte, Campo Grande, Brasília, João Pessoa e 
Porto Alegre, e pertencentes a diversas espécies bacterianas, incluindo 
espécies não fermentadoras da glicose, como P. aeruginosa e P. putida. Ao 
contrário do que é observado em outros países com níveis de KPC endêmicos, 
onde a prevalência de K. pneumoniae pertencente ao ST258 é alta, no Brasil, 
as infecções causadas por tais patógenos ocorre principalmente por K. 
pneumoniae pertencentes aos STs 11 e 437, single-locus variants (SLVs) do 
ST258 e portanto pertencentes ao mesmo complexo clonal, denominado 
CC258 (Andrade et al., 2011; Seki et al., 2011; Almeida et al., 2012; Jácome et 
al., 2012; Nicoletti et al., 2012; Pereira et al., 2013). 
 
3.4.3. Carbapenemases pertencentes à classe B e D de 
Ambler 
 
As carbapenemases também podem ser classificadas como 
pertencentes à classe B e à classe D de Ambler, de acordo com suas 
caracteríticas estruturais e bioquímicas (Bush & Fisher, 2011). 
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As metalo--lactamases (MBLs) pertencem à classe B de Ambler, 
e são notáveis por exibirem amplo espectro de atividade, podendo degradar 
todas as classes de β-lactâmicos, exceto os monobactâmicos, e também por 
não serem inibidas pelos inibidores de serino-β-lactamases disponíveis 
comercialmente, tais como o ácido clavulânico, o sulbactam e o tazobactam 
(Bush & Jacoby, 2010 e Bush & Fisher, 2011). As enzimas IMP (imipenemase), 
VIM (Verona imipenemase) e NDM (New Delhi imipenemase) são as principais 
representantes desta classe, e estão amplamente disseminadas (Nordmann et 
al., 2011; Dortet et al., 2014), enquanto que as enzimas SPM (São Paulo 
metallo--lactamase), GIM (German imipenemase), SIM (Seul imipenemase), 
AIM (Australian imipenemase), KHM (Kyorin Health Science MBL), DIM (Dutch 
imipenemase) e TMB (Tripoli metallo--lactamase), até o momento, estão 
restritas a determinadas regiões geográficas (Toleman et al., 2002; Gales et al., 
2003; Castanheira et al., 2004; Lee et al., 2005; Yong et al., 2007, Sekiguchi et 
al., 2008; Poirel et al., 2010b; El Salabi et al., 2012; Deshpande et al., 2014; 
Kayama et al., 2014). A MBL do subtipo SPM é a mais prevalente no nosso 
país, encontrando-se amplamente disseminada pelo território brasileiro (Gales 
et al., 2003). 
Algumas enzimas da classe D de Ambler também são capazes de 
hidrolizar os carbapenens. As CHDLs (carbapenem-hydrolyzing class D β-
lactamases), além de hidrolizarem as penicilinas, hidrolisam também o 
imipenem e o meropenem, embora fracamente, e não hidrolisam 
significantemente as cefalosporinas de amplo espectro e o aztreonam. A 
atividade das CHDLs é fracamente inibida pelo ácido clavulânico; entretanto, 
pode ser inibida em diferentes concentrações de cloreto de sódio. Atualmente, 
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existem 9 subgrupos de CHDLs descritos, baseados na sequência de 
aminoácidos que as codifica: OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-50, OXA-51, 
OXA-55, OXA-58, OXA-60 e OXA-62 (Queenan & Bush, 2007; Poirel et al., 
2007; Poirel et al., 2010a). Destas, somente a o grupo da OXA-23 e da OXA-48 
foram descritas em enterobactérias, sendo o restante, encontradas 
principalmente em espécies de Acinetobacter (Bonnet et al., 2002; Poirel et al., 
2010a; Poirel et al., 2012). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Amostras Bacterianas 
Foram avaliadas três amostras de Klebsiella pneumoniae, 
isoladas durante o ano de 2008, provenientes de dois hospitais localizados na 
cidade de São Paulo. Estes isolados haviam sido previamente triados como 
resistentes aos carbapenens pelos Laboratórios de Microbiologia dos 
respectivos hospitais, e então encaminhados ao Laboratório ALERTA da 
Disciplina de Infectologia, UNIFESP/EPM, para caracterização dos 
mecanismos envolvidos neste fenótipo. Os isolados foram armazenados no 
banco de microrganismos do Laboratório Especial de Microbiologia Clinica 
(LEMC) da Disciplina de Infectologia, UNIFESP/EPM, em caldo triptico de soja 
(TSB – Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) com glicerol a 15% (Merck KGaA, 
Darmstadt, Alemanha) a -20º C. Os isolados foram retirados do banco de 
microrganismos e subcultivados por duas vezes em ágar columbia base 
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) suplementado com 5% de sangue de carneiro 
desfibrinado, para garantir a pureza e a viabilidade das colônias bacterianas, 
antes da realização dos demais testes. 
 
4.2. Teste de Sensibilidade 
O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi determinado pela 
técnica de microdiluição em caldo, de acordo com as recomendações do 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), para os isolados 
clínicos, a cepa transformante, o clone e as cepas laboratoriais receptoras (E. 
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coli Top10 e BL21). Para o controle de qualidade, foram incluídas no teste de 
sensibilidade as amostras de E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, 
S. aureus 29213 e E. coli ATCC 35218. 
Os seguintes antimicrobianos foram utilizados: ampicilina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), cefalotina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), cefepima 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), cefotaxima (Sanofi Aventis, Suzano, Brasil), 
cefoxitina (Eurofarma, São Paulo, Brasil), ceftazidima (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
EUA), ceftriaxona (EMS S/A, Hortolândia, Brasil), cefuroxima (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, EUA), ertapenem (Merck Sharp, Nova Jersey, EUA), imipenem 
(Merck Sharp, Nova Jersey, EUA), meropenem (Astra Zeneca, Londres, 
Inglaterra), piperacilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), ticarcilina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), amicacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), canamicina 
(USB Corporation, Cleveland, EUA), gentamicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
EUA), tobramicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), ácido nalidíxico (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), ciprofloxacina (Fresenius Kabi, Bad Homburg, 
Alemanha), levofloxacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e polimixina B 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A concentração inibitória mínima (CIM) dos 
antimicrobianos β-lactâmicos também foi avaliada na presença de ácido 
clavulânico, na concentração de 4 µg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). 
As soluções estoques dos antimicrobianos foram preparadas e 
armazenadas a -70C até o momento de sua utilização. A partir destas 
soluções foram realizadas diluições seriadas dos antimicrobianos em caldo 
Müeller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), em concentrações duas vezes 
superiores às desejadas. Estas diluições foram então distribuídas nos poços da 
placa de microdiluição com a ajuda de uma pipeta multicanal. As placas foram 
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armazenadas a -70ºC até o momento de sua utilização ou preparadas no dia 
de sua utilização dependendo da estabilidade dos antimicrobianos. 
Uma suspensão contendo aproximadamente 108 unidades 
formadoras de colônia (UFC) por militro, correspondente a escala 0,5 de 
McFarland, de cada amostra, foi preparada em solução salina. Uma alíquota de 
33 µL foi então transferida para um tubo contendo 4,967 mL de caldo Müeller-
Hinton, para obtenção de uma concentração bacteriana em torno de 10 x 105 
UFC/mL. Cem microlitros desta suspensão bacteriana foi inoculada nas placas, 
com a ajuda de uma pipeta multicanal, diluindo assim em duas vezes tanto o 
antimicrobiano quanto o inóculo bacteriano, que atingiu em cada poço da placa 
de microdiluição uma concentração de aproximadamente 2,5 x 105 UFC/mL. As 
placas foram incubadas, em aerobiose, a 35ºC por 16 a 18 horas. 
A CIM foi definida como sendo a menor concentração de cada 
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. Após o resultado final, 
as amostras foram classificadas como sensíveis (S), intermediárias (I) ou 
resistentes (R) aos antimicrobianos testados de acordo com os critérios 
estabelecidos pelo CLSI para microrganismos pertencentes à família 
Enterobacteriaceae (CLSI, 2013). 
 
4.3. Teste de Hidrólise Enzimática 
O teste de hidrólise foi realizado com o objetivo de detectar se as 
amostras estudadas eram capazes de hidrolisar o imipenem por meio de 
produção enzimática. Como controles positivos foram utilizadas as cepas de K. 
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pneumoniae produtora de IMP-1 (A13.309) e KPC-2 (A28.006), e como 
controle negativo, a cepa de K. pneumoniae ATCC 700603. 
A preparação do inóculo bacteriano foi realizada após o 
crescimento das amostras em placas de ágar MacConkey (Oxoid, Basingstoke, 
Inglaterra) por 18 horas. Com o auxílio da alça de semeadura, 10 a 15 colônias 
isoladas de cada amostra foram transferidas para tubos de microcentrífuga 
contendo 500 μL de tampão de amostra, que continha 1 mM de TRIS-HCl 
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) e 1 mM de ZnSO4 (Merck KGaA, Darmstadt, 
Alemanha). Este inóculo foi então ultrasonicado por 30 segundos quatro vezes 
(Sonics Vibra CellTM; Newtown, EUA), e, a seguir, centrifugado por 15 minutos 
a 4ºC e 13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e as 
amostras mantidas no gelo até o momento do ensaio  
A solução do antimicrobiano foi preparada pesando-se 6 mg de 
imipenem, e diluindo-o em 1 mL de água MilliQ estéril a fim de se obter uma 
leitura espectrofotométrica em torno de 1 a 1,5 unidades de absorbância, a um 
comprimento de onda de 299 nm. 
Para o teste, foi adicionado a uma cubeta de quartzo 940 μL de 
tampão de amostra e 50 μL do extrato protéico. Esta mistura foi 
homogeneizada através de inversão e logo depois sua leitura de absorbância 
foi zerada. A este, foi adicionado 10 μL do respectivo antimicrobiano, e, após 
nova homogeneização, o monitoramento da absorbância foi realizada no 
espectrofotômetro Biomate 5 UV Visible (Termo Spectronic, Cambridge, 
Inglaterra) por 8 minutos. A diminuição gradativa da absorbância e valores 
negativos de variação de absorbância (Δabs/min, calculada através da 
diferença entre o valor de absorbância final e absorbância inicial após os 8 
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minutos) foram considerados resultados positivos de hidrólise do agente β-
lactâmico pelo extrato protéico. 
As amostras que apresentaram resultado positivo no teste de 
hidrólise foram então submetidas ao teste de inibição com ácido clavulânico e 
EDTA (ácido etileno-diamino-tetracético). Neste caso, 235 μL do extrato 
protéico foi incubado com 15 μL de ácido clavulânico a 1 mg/mL ou EDTA 100 
mM por 20 minutos, à temperatura ambiente. A não diminuição gradativa da 
absorbância do extrato incubado com ácido clavulânico ou EDTA foi 
considerada sugestiva da presença de uma carbapenemase da classe A ou B, 
respectivamente. 
 
4.4. Detecção dos Genes Codificadores de Resistência aos 
Antimicrobianos e de Proteínas de Membrana Externa 
A detecção dos genes de resistência aos antimicrobianos foi 
realizada pela técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional 
ou multiplex, de acordo com os genes pesquisados. Como controles positivos 
das reações da PCR foram utilizadas cepas caracterizadas geneticamente pelo 
Laboratório ALERTA (Tabela 4.1), e como controle negativo, uma alíquota da 
solução mãe sem DNA. 
As amostras foram submetidas à extração do DNA total pelo kit 
comercial QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, França), de acordo com 
as recomendações do fabricante. Em fluxo laminar, foi preparada uma solução 
mãe contendo master mix (GoTaq Green Master Mix, Promega), água estéril 
(Water, Molecular Biology Grade, Eppdendorf AG) e iniciadores de reação na 
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concentração final de 0,2 μM. A solução mãe foi mantida a aproximadamente 
4°C durante seu preparo e, após leve agitação, 19 μL foi transferido para cada 
tubo de amplificação, que continha 50 ng do DNA bacteriano. As condições 
para amplificação do DNA foram específicas de acordo com o conjunto de 
iniciadores de reação utilizados (Tabela 4.2). Após a amplificação do DNA, a 
revelação do produto amplificado foi realizada através da eletroforese em gel 
de agarose de 1 a 2% contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídeo, seguida por 
visualização sob luz ultra-violeta. 
 
4.5. Reação de sequenciamento e interpretação dos 
resultados 
As reações de sequenciamento foram realizadas a partir da 
purificação dos produtos obtidos nas reações da PCR, utilizando o kit QIAquick 
Gel Extraction (Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme as instruções do 
fabricante. O DNA obtido foi quantificado em um espectrofotômetro 
(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer, Wilmington, EUA) e, então, 
100 ng de DNA foi submetido à reação preparatória para o sequenciamento 
com o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Perkin 
Elmer, EUA). As reações de sequenciamento foram realizadas no aparelho ABI 
PRISM 3500, Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
As sequências de DNA obtidas e as sequências protéicas 
derivadas foram analisadas utilizando o programa Lasergene Software 
Package (DNASTAR, Madison, EUA) e, então, submetidas à comparação com 
bases de dados genéticos disponíveis na internet 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 
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Tabela 4.1. Cepas controles utilizadas nas reações de PCR. 
Amostra Gene 
K. pneumoniae A13309 blaIMP-1 
Enterobacter cloacae 75-10433A blaVIM-1 
P. aeruginosa 48-1997A blaSPM-1 
P. aeruginosa 73-5671 blaGIM-1 
Acinetobacter baumannii 03-9-T104 blaSIM-1 
K. pneumoniae 2146 blaNDM-1 
K. pneumoniae 393 blaOXA-1 
E. coli 392 blaOXA-10 
P. aeruginosa 298 blaOXA-18 
A. baumannii 216 blaOXA-23 e blaOXA-51 
K. pneumoniae 283 blaOXA-48 
A. baumannii 384 blaOXA-58 e blaOXA-51 
A. baumannii 383 blaOXA-72 e blaOXA-51 
P. aeruginosa 394 blaOXA-161 
E. coli transconjugante pBL23 blaLAT-1 
E. coli transconjugante 200 blaFOX-5 
E. coli transconjugante C600 R96D blaMIR-1 
Morganela morganii 386 blaDHA-1 
Hafnia Alvei A7307 blaAAC 
K. pneumoniae A28006 
blaCTX-M-2, blaTEM-1; 
blaKPC-2 e blaSHV-11 
K. pneumoniae Rio1 blaCTX-M-8 
E. coli 391 blaCTX-M-14 
K. pneumoniae KOZ-Ban2 blaGES-5 
E. cloacae 532 blaPER-1 
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Tabela 4.2.  Sequência de oligonucleotideos e condições de termociclagem utilizadas para a amplificação dos genes pesquisados. 
Reação 
de PCR 
Sequência dos oligonucleotídeos (5’ – 3’) Gene alvo 
Tamanho do 
amplicon 
Condições de 
termociclagem 
Referência 
P
C
R
 M
u
lt
ip
le
x
 
M
e
ta
lo
-β
-l
a
c
ta
m
a
s
e
s
 (
M
B
L
) 
IMP-F1 GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC 
blaIMP 188 
Desnaturação: 94ºC - 5 min 
Desnaturação: 94ºC - 20 seg 
Anelamento: 53ºC - 45 seg 
Extensão: 72ºC - 30 seg 
35 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 10 min 
Mendes et al., 
2007 
IMP-R1 CCAAACYACTASGTTATC 
VIM-F2 GTTTGGTCGCATACGCAAC 
blaVIM 382 
VIM-R2 AATGCGCAGCACCAGGATAG 
SPM-F1 CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 
blaSPM 798 
SPM-R1 CCTTTTCCGCGACCTTGATC 
GIM-F1 TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 
blaGIM 72 
GIM-F1 CGGAACGACCATTTGAATGG 
SIM-F1 GTACAAGGGATTCGGCATCG 
blaSIM 569 
SIM-F1 TGGCCTGTTCCCATGTGAG 
P
C
R
 M
u
lt
ip
le
x
 
O
X
A
-C
a
rb
a
p
e
n
e
m
a
s
e
s
 
OXA-23 F GATCGGATTGGAGAACCAGA 
blaOXA-23 501 
Desnaturação: 94ºC - 5 min 
Desnaturação: 94ºC - 25 seg 
Anelamento: 52ºC - 40 seg 
Extensão: 72ºC - 50 seg 
35 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 6 min 
Woodford et 
al., 2006 
OXA-23 R ATTTCTGACCGCATTTCCAT 
OXA-24 F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 
blaOXA-24 246 
OXA-24 R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 
OXA-51 F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 
blaOXA-51 353 
OXA-51 R TGGATTGCACTTCATCTTGG 
OXA-58 F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 
blaOXA-58 509 
OXA-58 R CCCCTCTGCGCTCTACATAC 
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P
C
R
 M
u
lt
ip
le
x
 
O
X
A
-E
S
B
L
 
OXA-1 F TATCTACAGCAGCGCCAGTG 
blaOXA-1-like 601 
Desnaturação: 95ºC -10 min 
Desnaturação: 95ºC - 30 seg 
Anelamento: 54ºC - 30 seg 
Extensão: 72ºC – 1 min 
35 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 10 min 
Petrolini, 2013 
OXA-1 R TGCACCAGTTTTCCCATACA 
OXA-2 F CGATAGTTGTGGCAGACGAA 
blaOXA-2-like 504 
OXA-2 R TCTTTGCACGCAGTATCCAG 
OXA-5 F TGGCACAGAATCAAGTCCTG 
blaOXA-5- 146 
OXA-5 R TTGCCATGATTTTCGTTGAA 
OXA-7 F TTTTCAAATGGGACGGAAAG 
blaOXA-7-like 237 
OXA-7 R CCACTTGATTAACTGCGGAAA 
OXA-18 F ATGCAACGGAGCCTGTCC 
blaOXA-18 206 
OXA-18 R GGCAGGGTGTTGAGGAACT 
OXA-45 F GCAGATGCTCGAATGCAC 
blaOXA-45 705 
OXA-45 R GGCAATGCCTTGAGGAAG 
OXA-46 F GATCAGCGATGCGAAATTCT 
blaOXA-46-like 318 
OXA-46 R ACCAGCCAAACCTGCCTTC 
P
C
R
 M
u
lt
ip
le
x
 
A
m
p
C
 p
la
s
m
id
ia
l 
MPCMY-1F GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 
blaCMY-1-like 520 
Desnaturação: 94ºC - 3 min 
Desnaturação: 94ºC - 30 seg 
Anelamento: 64ºC - 30 seg 
Extensão: 72ºC – 1 min 
25 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 7 min 
Perez-Perez 
& Hanson, 
2002 
MPCMY-1R CACATTGACATAGGTGTGGTGC 
MPCMY-2F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA blaCMY-2-like e 
blaLAT 
462 
MPCMY-2R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 
MPDHA-1F AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 
blaDHA 405 
MPDHA-1R CCGTACGCATACTGGCTTTGC 
MPACC-F AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 
blaACC 346 
MPACC-R TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 
MPMAC-F TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 
blaMIR e blaACT 302 
MPMAC-R CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 
MPFOX-F AACATGGGGTATCAGGGAGATG 
blaFOX 190 
MPFOX-R CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 
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P
C
R
 M
u
lt
ip
le
x
 
S
e
ri
n
o
-β
-l
a
c
ta
m
a
s
e
s
 (
E
S
B
L
) 
MSHV F CTTGACCGCTGGGAAACGG 
blaSHV 200 
Desnaturação: 94ºC - 10 min 
Desnaturação: 94ºC - 30 seg 
Anelamento: 53ºC - 45 seg 
Extensão: 72ºC – 1 min 
30 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 10 min 
Laboratório 
Alerta 
MSHV R AGCACGGAGCGGATCAACGG 
MTEM F CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG 
blaTEM 650 
MTEM R AACCAGCCAGCCWGAAGG 
MGES F AGCAGCTCAGATCGGTGTTG 
blaGES 750 
MGES R CCGTGCTCAGGATGAGTTG 
MCTX-1e2 F ATGTGCAGYACCAGTAA blaCTX-1-like e 
blaCTX-2-like 
512 
MCTX-1e2 R CGCTGCCGGTTTTATCSCCC 
MCTX-8 F AACRCRCAGACGCTCTAC 
blaCTX-8-like 333 
MCTX-8 R TCGAGCCGGAASGTGTYAT 
MCTX-14 F GGTGACAAAGAGARTGCAACGGAT 
blaCTX-14-like 876 
MCTX-14 R TTACAGCCCTTCGGCGATGA 
P
C
R
 S
in
g
le
 
β
-l
a
c
ta
m
a
s
e
s
 
NDM F GGCGTTAGATTGGCTTACACC 
blaNDM 1146 
Desnaturação: 94ºC - 10 min 
Desnaturação: 94ºC - 30 seg 
Anelamento: 55ºC - 45 seg 
Extensão: 72ºC – 1 min 
35 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 10 min 
Laboratório 
Alerta NDM R CTGGGTCGAGGTCAGGATAG 
CTX-M-2 F GATGACTCAGAGCATTCGCC 
blaCTX-2-like 873 Este estudo 
CTXM-2 R CAGAAACCGTGGGTTACGA 
PER F GCATCAGGTBGATCAGGGVAA 
blaPER 550 
Desnaturação: 94ºC - 10 min 
Desnaturação: 94ºC - 30 seg 
Anelamento: 63ºC - 45 seg 
Extensão: 72ºC – 1 min 
35 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 10 min 
Laboratório 
Alerta 
PER R CCGYCCATCAGGCAACAK 
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P
C
R
 S
in
g
le
 
β
-l
a
c
ta
m
a
s
e
s
 
KPC F TCGCTAAACTCGAACAGG 
blaKPC 762 
Desnaturação: 94ºC - 10 min 
Desnaturação: 94ºC - 30 seg 
Anelamento: 53ºC - 45 seg 
Extensão: 72ºC – 1 min 
35 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 10 min 
Lomaestro et 
al.,2006 KPC R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC 
SME F AACGGCTTCATTTTTGTTTAG 
blaSME 830 Queenan et 
al., 2000 SME R GCTTCCGCAATAGTTTTATCA 
OXA-48 F TTGGTGGCATCGATTATCGG 
blaOXA-48 743 
Poirel et al., 
2004 OXA-48 R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 
P
C
R
 S
in
g
le
 
In
te
g
ro
n
 
Int 1 F CCGTAGAAGAACAGC 
Integron de 
classe 1 
Variável 
Desnaturação: 94ºC - 10 min 
Desnaturação: 94ºC - 30 seg 
Anelamento: 53ºC - 45 seg 
Extensão: 72ºC – 5 min 
35 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 10 min 
Laboratório 
Alerta 
QAC R CGGATGTTGCGATTACTTCG 
P
C
R
 S
in
g
le
 
P
ro
te
ín
a
s
 d
e
 m
e
m
b
ra
n
a
 e
x
te
rn
a
 
Pré-OmpK35 F1 GGATGGAAAGATGCCTTCAG 
OmpK35 Variável Desnaturação: 94ºC - 10 min 
Desnaturação: 94ºC - 30 seg 
Anelamento: 58ºC - 45 seg 
Extensão: 72ºC – 3 min 
35 ciclos 
Extensão final: 72ºC - 10 min 
Laboratório 
Alerta 
Pré-OmpK35 F2 AATGAGGGTAATAAATAATGATGAAGC 
Pré-OmpK35 R CGAGGTTCCATTGTGATTACTG 
OmpK35 F TGATGAAGCGCAATATTCTGG 
OmpK35 R CCAGCCGCTTTGGTGTAAT 
Pré-OmpK36 F TTGTTGGATTATTCTGCATTTTG 
OmpK36 Variável 
Pré-OmpK36 R TCTTACCAGGGCGACAAGAG 
OmpK36-int F CAGCACTGATGCCATCATAG 
OmpK36-int F ACGACGTAACGTCCTGGACC 
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4.6. Avaliação do Perfil de Proteínas de Membrana Externa 
A alteração das proteínas de membrana externa foi avaliada 
através da visualização das proteínas em gel de poliacrilamida com dodecil 
sulfato de sódio (SDS-PAGE). Como controles, foram utilizadas as cepas de K. 
pneumoniae 192 (produtora somente de OmpK35), K. pneumoniae 193 
(produtora somente de OmpK36) e K. pneumoniae 194 (produtora de OmpK35 
e OmpK36). 
Para a extração das proteínas de membrana externa, 2 a 3 
colônias das amostras isoladas foram semeadas em 10 mL de Müeller Hinton 
caldo e incubadas a 37ºC, sob agitação, até o dia seguinte. A cultura foi 
centrifugada a 4.000 rpm por 15 minutos e as células foram ressuspensas em 
tampão TRIS-Mg (TRIS-HCl 10 mM; MgCl2 5 mM; pH 7,3), e depois sonicadas 
em 5 ciclos de 30 segundos, com um segundo de pausa a cada 5 segundos. A 
suspensão foi então centrifugada a 5.000 rpm, por 5 minutos, a 4ºC, e o 
sobrenadante novamente centrifugado a 17.000 rpm, por 30 minutos, a 4ºC. O 
sedimento foi ressuspenso com 800 µL de sarcosil 2% e incubado durante 30 
minutos à temperatura ambiente. Após centrifugação a 17.000 rpm, por 30 
minutos, a 4ºC, o sedimento foi lavado com 1 mL de tampão TRIS-Mg e 
novamente centrifugado a 17.000 rpm por 30 minutos a 4ºC. O sedimento, 
contendo as proteínas de membrana externa, foi ressuspenso com 40 µL de 
tampão TRIS-Mg. 
As proteínas obtidas foram então quantificadas utilizando o 
reagente de Bradford, e após normalização da concentração das proteínas, as 
amostras foram submetidas à corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) para a análise do perfil das proteínas de membrana externa. 
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4.7. Tipagem molecular - Eletroforese em campo pulsado  
A avaliação da similaridade genética dos três isolados clínicos de 
K. pneumoniae incluídos neste estudo foi avaliada pela técnica da eletroforese 
em campo pulsado (PFGE). 
As amostras selecionadas foram cultivadas em ágar sangue para 
o isolamento de colônias puras, das quais, três a cinco colônias foram 
incubadas em 4 mL de caldo TSB por 18 a 24 horas. Após este tempo, as 
culturas foram centrifugadas, por 20 minutos, a 3.000 rpm, e os sobrenadantes 
desprezados. O sedimento foi então ressuspenso em 1 mL de solução salina, 
homogeneizado e transferido para um tubo de microcentrífuga previamente 
pesado. Os tubos foram centrifugados, por 5 minutos, a 12.000 rpm, todo o 
sobrenadante foi removido e o tubo novamente pesado. O sedimento foi 
ressuspenso em solução salina, na proporção 1:1 entre o volume de diluente e 
o peso do material obtido pela centrifugação. Este último valor foi calculado 
pela subtração do peso do tubo vazio pelo peso do tubo contendo o precipitado 
de células. Desta suspensão de células, 5 μL foi transferido para outro tubo de 
microcentrífuga, ao qual foi adicionado 300 μL de tampão TEN (TRIS 100 mM 
pH 7.5, EDTA 100 mM e NaCl 150 mM), e posteriormente, 340 μL de agarose 
2% (UltrapureTM Low Melting Point Agarose, Invitrogen, Carlsbad, EUA). Esta 
mistura foi homogeneizada com o auxilio de uma pipeta, e então colocada em 
moldes, com cuidado para não haver a formação de bolhas, para a formação 
de blocos de gel.  
Depois de solidificados, os blocos foram transferidos para uma 
placa de microdiluição com 12 poços e incubados a 37ºC por 5 horas em 
tampão EC (TRIS 6 mM pH 6,5, NaCl 1 M, EDTA 0,01 M, Brij 58 0,5%, Sarcosil 
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0,5% e Deoxiglicolato 0,2%). Após a remoção do tampão EC, os blocos foram 
lavados, por 2 vezes, com 2 mL de CHEF-TE (Tris 0,1 M pH 7,5, EDTA 0,1 M), 
sendo que a última lavagem durou entre 10 e 30 minutos. Os blocos de gel 
foram então cobertos com 2 mL de tampão ES (EDTA 0,4 M pH 9,3 e Sarcosil 
10%) contendo 20 mg/mL de proteinase K (USB Corporation, Cleveland, EUA), 
e, então, incubados por 12 horas a 50ºC. Posteriormente ao tratamento com 
proteinase K, foram realizadas quatro lavagens com 2 mL de CHEF-TE, com 
uma hora de intervalo entre cada lavagem. Os blocos de gel foram 
armazenados em CHEF-TE, a 4ºC, até o momento da digestão do DNA 
bacteriano.  
Para a digestão do DNA bacteriano, os blocos de gel foram 
cortados em 3 partes iguais, e somente um pedaço deste bloco foi transferido 
para uma placa de microdiluição de 96 poços, onde estavam contidos 200 μL 
da solução DNS (TRIS 20 mM pH 8,0 e cloreto de magnésio 1 mM). Esta 
solução foi imediatamente substituída assim que o último bloco foi colocado na 
placa, ficando então em temperatura ambiente por uma hora. Esta lavagem foi 
repetida por 4 vezes. Após a última lavagem e a remoção do tampão DNS, os 
blocos foram incubados por 1 hora a 4ºC com o tampão de enzima de restrição 
(5 μL do tampão 10X da enzima, 0,5 μL de BSA e 44,5 μL de água destilada). 
O DNA bacteriano contido nos blocos de agarose foi então submetido à 
clivagem com a enzima Spe I (New England Biolabs, Ipswich, EUA), a 37o C 
por 12 a 18 horas. 
A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, em TBE 0,5X 
(TRIS 0,089 M, Ácido Bórico 0,089 M e EDTA 0,002 M), no sistema CHEF-DR 
III (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA) à temperatura de 13o C e 
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utilizando corrente elétrica de 200 volts (6 V/cm). O gel foi corado com brometo 
de etídio 0,08 μL/mL e fotografado em sistema Polaroid® sob iluminação 
ultravioleta. Os resultados foram interpretados de acordo com os critérios 
estabelecidos por Tenover e colaboradores (1995). 
 
4.8. Análise do Perfil de Plasmídeos 
Os plasmídeos das amostras foram isolados utilizando duas 
metodologias diferentes, uma para extração de plasmídeos com alto peso 
molecular, e a outra para a extração de plasmídeos com baixo peso molecular. 
As cepas de E. coli NCTC 50192 e E. coli NCTC 50193 foram utilizadas como 
controles da extração e também como marcadores de peso molecular por 
possuírem plasmídeos de peso conhecidos. 
Para a extração de plasmídeos de baixo peso molecular, o kit 
QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Alemanha) foi utilizado, seguindo as 
instruções do fabricante. A metodologia utilizada para a extração de 
plasmídeos de alto peso molecular foi a padronizada por Kieser (Kieser, 1984). 
As amostras bacterianas foram cultivadas em ágar Müeller-Hinton (Oxoid, 
Basingstoke, Inglaterra), e após a obtenção de colônias isoladas, 3 a 5 colônias 
foram transferidas para um tubo contendo 500 µL da solução de Kieser 
(sacarose 0,3 M, TRIS-HCl 25 mM pH 8,0, EDTA-Na2 25 mM pH 8,0 e verde de 
bromocresol 0,02%) e suspensas com a ajuda da alça de semeadura. A estes, 
foi adicionado 250 µL de solução de lise (SDS 2% e NaOH 0,3 N), sendo os 
tubos homogeneizados por inversão de 6 a 8 vezes, e incubados a 55ºC por 30 
minutos. Após o período de incubação, os tubos foram resfriados à temperatura 
ambiente por 5 minutos e 250 µL da fase inferior de uma solução de fenol-
Material e Métodos                                                                                                                            68 
 
clorofórmio-hidroxiquinoleína (fenol 8.85M, clorofórmio 10 M e hidroxiquinoleína 
5 mM) foi adicionado. Os tubos foram homogeneizados fortemente até ficarem 
com aspecto leitoso, e então centrifugados a 12.000 rpm por 12 minutos a 4ºC. 
Foi recuperado 300 µL do sobrenadante, que foi transferido para novos tubos e 
estocados a -20ºC. 
A visualização dos plasmídeos foi realizada por meio de 
eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampão TBE 1X (TRIS-Borato 178 nM 
e EDTA 4 mM pH 8,0) a 90V por 3 horas. O gel foi corado com brometo de 
etídeo após a corrida eletroforética e os plasmídeos visualizados sob luz 
ultravioleta. 
 
4.9. Transferência do Gene blaBKC-1 
A análise da transferência do gene blaBKC-1 foi realizado através 
de ensaios de transformação pela técnica de eletroporação. Os plasmídeos 
foram obtidos de acordo com as metodologias descritas acima, e cepa de E. 
coli Top10 foi utilizada como receptora do DNA. 
Três microlitros da extração do DNA plasmidial foi misturado às 
células eletrocompetentes de E. coli TOP10, homogeneizadas e transferidas 
para uma cubeta de eletroporação de 0,2 cm (Gene Pulser® Cuvette, Biorad, 
Richmond, EUA), que foi submetida a um pulso elétrico utilizando o aparelho 
MicroPulserTM (Biorad, Richmond, EUA). Então, 1 mL do meio de cultura SOC 
(Invitrogen Carlsbad, EUA) foi adicionado à cubeta, e esta incubada a 37ºC por 
1 hora. Em seguida, 200 µL do caldo foi inoculado em cinco placas de LB 
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) que continha 0,5 μg/mL de imipenem ou 50 
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μg/mL de ampicilina, as quais em seguida foram incubadas por 18 a 24 horas a 
37ºC. A confirmação da transferência do gene de resistência foi confirmada 
pelo teste de hidrólise enzimática do imipenem. 
 
4.10. Clonagem do Plasmídeo Carreador do Gene blaBKC-1 
A clonagem do plasmídeo carreador do gene blaBKC-1 foi realizado 
com o objetivo de identificar o gene responsável pela resistência aos 
carbapenens, utilizando o vetor pBK-CMV (pBK-CMV Phagemid Vector, Agilent 
Technologies, Santa Clara, EUA). O DNA plasmidial do transformante obtido foi 
extraído conforme descrito anteriormente. 
A restrição do plasmídeo e do vetor foi realizada separadamente. 
Em cada tubo foram adicionados 7,5 µg de cada plasmídeo, 10 a 20 U das 
enzimas de restrição, tampão específico de cada enzima, albumina de soro 
bovina (BSA) e água. A reação foi incubada a 37ºC por 4 horas, sendo 
posteriormente, as enzimas inativadas por 20 minutos a 65ºC ou 80ºC. A 
restrição dos plasmídeos foi realizada utilizando as enzimas EcoRI, HindIII, 
BamHI, NotI e NdeI (Fermentas, Burlington, Canada), separadamente ou em 
dupla digestão. 
Os fragmentos resultantes foram purificados com o kit QIAquick 
PCR Purification, e então, o vetor tratado com 50 unidades de fosfatase 
alcalina (New England Biolabs, Ipswich, EUA) a 37ºC por 30 minutos. A reação 
de ligação foi realizada utilizando uma concentração igual ou 3 vezes superior 
a dos fragmentos obtidos do plasmídeo da amostra transformante em relação 
ao vetor pBK-CMV, utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen, Carlsbad, 
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EUA) a 16ºC por 16 a 18 horas. Os plasmídeos recombinantes foram 
eletroporados em células de E. coli TOP10, seguindo o mesmo protocolo 
descrito na item 4.9. As células contendo os plasmídeos recombinantes foram 
selecionadas em placas com meio de cultura LB contendo 50 µg/mL de 
canamicina e 100 µg/mL de ampicilina. 
A presença do inserto no vetor foi confirmada através da 
amplificação por PCR, utilizando os iniciadores de reação M13-F (5’ 
GTAAAACGACGGCCAG 3’) e M13-R (5’ CAGGAAACAGCTATGAC 3’), que se 
anelam a sequências adjacentes ao sítio de clonagem do vetor, seguido pelo 
sequenciamento dos amplicons. 
 
4.11. Determinação do Ponto Isoelétrico (pI) 
Para a focalização do pI das β-lactamases presentes foram 
utilizados os extratos protéicos das amostras clínicas de K. pneumoniae e da 
cepa transformante. Extratos de amostras bacterianas produtoras de β-
lactamases com pontos isoelétricos conhecidos foram utilizadas como controle 
TEM-1 (pI 5,4), GES-1 (6,5), FOX-5 (7,2) e SHV-5 (8,2), para a construção da 
curva de regressão linear. 
As amostras bacterianas foram cultivadas em ágar sangue para 
isolamento de colônias puras. Com o auxílio da alça de semeadura, 5 a 10 
colônias foram suspensas em 10 mL de TSB com 5 mg/mL de ceftazidima ou 
cefoxitina e incubadas por 18 horas a 37°C sob agitação. Após a incubação, as 
amostras foram centrifugadas por 15 minutos, a 6.000 rpm e o sedimento 
ressuspenso em 1 mL de tampão de amostra (TRIS-HCl 1 mM e ZnSO4 1 mM). 
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Este inóculo foi então ultrasonicado quatro vezes por 30 segundos (Sonics 
Vibra CellTM; Newtown, EUA), e, a seguir, centrifugado por 15 minutos a 4ºC e 
13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e as amostras 
mantidas no gelo até o momento do ensaio. 
Em uma placa de microdiluição, 20 μL do indicador de β-
lactamase (Nitrocefin 0,5 mg/mL, pH 7.0) foi pipetado em várias células. Então, 
1 μL, 3 μL, 5 μL, 7 μL e 10 μL do extrato proteíco foram pipetados 
gradativamente nas células que continham nitrocefin, para a determinação da 
quantidade de amostra a ser dispensada no gel de pI. 
A corrida eletroforética foi realizada em géis de poliacrilamida com 
intervalo de pH entre 3,5 - 9,5 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, 
EUA) utilizando o sistema Multiphor II Electrophoresis System 
(PharmaciaBiotech). O gel foi revelado com 500 mM de nitrocefin (Becton 
Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD). O posicionamento das 
bandas dos controles com pI conhecidos foram utilizadas para calcular o pI das 
β-lactamases presentes nas amostras através do teste de regressão linear, do 
programa de análises estatísticas do Excel (Microsoft™, Washington, EUA). 
 
4.12. Sequenciamento do Plasmídeo Carreador do Gene 
blaBKC-1 
O plasmídeo da amostra transformante foi isolado com o kit 
QIAprep Spin Miniprep e enviado ao Laboratório Nacional de Computação 
Científica (LNCC – Petrópolis, RJ, Brasil) para o sequenciamento completo do 
plasmídeo. 
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O sequenciamento foi realizado pela técnica de 
pirosequenciamento na plataforma GS FLX 454 (Roche Diagnostics GmbH, 
Penzberg, Alemanha). A análise dos dados obtidos foi realizada no software 
Newbler v.2.6 (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Alemanha). 
 
4.13. Análise do Perfil Cinético da BKC-1 
Os experimentos para a análise do perfil cinético da enzima BKC-
1 foram realizados no Laboratório de Enzimologia, Departamento de Biofísica, 
da Universidade Federal de São Paulo. 
 
4.13.1. Clonagem do Gene blaBKC-1 em Vetor de Expressão 
Para a clonagem do gene blaBKC-1 em vetor de expressão, o gene 
foi amplificado utilizando os iniciadores de reação  BKC-F_Nde e BKC-R_Not 
(5’ TAATGCCATATGACGATCACATTTTCGCGCCGGCAG 3’ e 5’ 
ATTATCGCGGCCGCTCAGGCCTCGGCGGCAATGCGACCA 3’, respectiva-
mente), os quais continham os sítios de restrição das enzimas NdeI e NotI 
(sequência sublinhada). A reação de PCR foi realizada utilizando uma enzima 
de alta fidelidade (Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, New England 
Biolabs, Ipswich, EUA), seguindo as instruções do fabricante. As condições de 
termociclagem foram as seguintes: desnaturação inicial de 10 minutos a 94ºC, 
seguida de 35 ciclos de desnaturação (1 minuto a 94ºC), anelamento (30 
segundos a 61ºC) e extensão (20 segundos a 72ºC), e de uma extensão final 
de 5 minutos a 72ºC. O produto de PCR foi visualizado sob luz ultravioleta após 
corrida em gel de agarose 1%. 
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Os produtos obtidos foram então purificados com o kit QIAquick 
Gel Extraction, e, juntamente com o vetor de expressão, pET-26b+ (Novagen®, 
Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), submetidos a uma dupla restrição com as 
enzimas NdeI e NotI a 37ºC durante 6 horas. Após a incubação, os fragmentos 
foram purificados com o kit QIAquick PCR Purification e submetidos a reação 
de ligação com a enzima T4 DNA ligase por 16 a 18 horas a 16ºC. Os 
plasmídeos recombinantes foram inseridos em células de E. coli DH5α através 
da técnica de eletroporação (descrita no item 4.9), e estas semeadas em 
placas de LB contendo 50 µg/mL de canamicina. 
Após a confirmação do resultado positivo da clonagem nas 
células de E. coli DH5α, os plasmídeos recombinantes foram purificados com o 
kit QIAprep Spin Miniprep e inseridos em cepas de E. coli BL21 DƐ3 
quimiocompetentes por transformação através do choque térmico. 50 ng de 
DNA plasmidial recombinate foi adicionado em 200 µL da suspensão de E. coli 
BL21 DƐ3 quimiocompetente, e após incubação por 15 a 30 minutos no gelo, 
as células foram incubadas a 42ºC por 90 segundos, e rapidamente foram 
transferidas para o banho de gelo, por 1 a 2 minutos. Foi adicionado, ao tubo, 
800 µL de meio SOC, e este incubado por uma hora a 37ºC, sob agitação 
lenta. A suspensão bacteriana foi então semeada em meio LB com 50 µg/mL 
de canamicina. O clone obtido foi nomeado pET-BKC-1. 
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4.13.2. Expressão e Purificação da BKC-1 
 
4.13.2.1. Expressão da BKC-1 
Para a expressão em grande quantidade da enzima BKC-1, o 
clone pET-BKC-1 foi inoculado em 10 mL de LB com 50 µg/mL de canamicina 
e incubado a 37ºC, por 16 horas. Este pré-inóculo foi adicionado a 1 litro de LB 
com 50 µg/mL de canamicina, e o crescimento foi monitorado através de 
espectrofotômetria até a obtenção de leituras (DO600) entre 0,6 – 0,8. Neste 
momento, a temperatura de incubação foi reduzida para 20ºC, e IPTG 
(isopropil-β-D-tiogalactopiranosideo – Life Technologies, Carlsbad, EUA), a 
uma concentração final de 0,2 mM, foi adicionado à cultura como indutor da 
expressão da proteína recombinante. A indução foi mantida por um período de 
12 a 16 horas a 20ºC, sob constante agitação. Após o período de indução, a 
cultura foi centrifugada por 20 minutos a 6.000 rpm. As bactérias sedimentadas 
foram submetidas ao choque osmótico para obtenção das proteínas presentes 
no espaço periplasmático. 
 
4.13.2.2. Choque Osmótico 
As células obtidas na etapa anterior foram ressupensas em 60 mL 
de cloreto de cálcio 10 mM e incubadas a 24ºC por 10 minutos sob agitação. A 
suspensão foi centrifugada por 10 minutos, 8.000 rpm a 4ºC, e o sedimento 
ressupenso com 60 mL de uma solução de sacarose a 20% e TRIS-HCl 33 mM 
pH 8,0. A estes foi adicionado 225 µL de uma solução de EDTA 500 mM pH 
8,0. Após nova etapa de incubação e centrifugação nas mesmas condições 
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descritas acima, foi adicionado ao sedimento 60 mL de água MilliQ estéril 
gelada para a quebra da membrana celular externa e liberação das proteínas 
presentes no espaço periplasmático. Uma nova etapa de incubação e 
centrifugação foi realizada, e o sobrenadante, contendo as proteínas, foi 
armazenado em um novo tubo e mantido a 4ºC até o momento de sua 
utilização. 
 
4.13.2.2. Purificação da BKC-1 
A purificação da enzima BKC-1 foi realizada utilizando 
cromatografia de troca iônica com o auxílio do aparelho ÄKTA Purifier (GE 
Healthcare, Orsay, France), utilizando a coluna DEAE sepharose (GE 
Healthcare, Orsay, France), previamente equilibrada com tampão de ligação 
(TRIS 50 mM pH 8,0). À solução obtida na última etapa do choque osmótico, 
contendo a enzima, foi adicionado 6 mL de tampão TRIS 100 mM pH 8,0, e 
esta solução foi injetada na coluna DEAE sepharose a uma vazão de 5 mL/min. 
As proteínas não aderidas foram removidas lavando-se a resina com 25 mL do 
tampão de ligação. Prosseguimos com a eluição da proteína recombinante 
através de gradiente linear utilizando o tampão de eluição (Tris 50 mM, 1 M 
NaCL pH 8,0), iniciando o gradiente com 0% do tampão e atingindo 50% do 
tampão de eluição em 20 min. A enzima BKC-1 foi eluída com concentração de 
NaCl entre 20 e 60 mM, as frações coletadas foram testadas frente ao 
nitrocefin e aquelas que apresentaram atividade β-lactamase foram agrupadas 
e analisadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, juntamente com alíquotas 
da amostra inicial (entrada) e da amostra que não foi retida pela coluna. As 
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frações contendo alto grau de pureza (>90%) foram quantificadas pela técnica 
de Bradford e da técnica de UV280, aliquotadas e armazenadas a -70ºC. 
 
4.13.3. Cinética Enzimática 
 
4.13.3.1. Obtenção dos Coeficientes de Extinção Molar dos 
Antimicrobianos 
O coeficiente de extinção molar (Ɛ) dos antimicrobianos utilizados 
para a caracterização bioquímica, bem como o melhor comprimento de onda 
para a realização dos ensaios cinéticos, foram determinados no 
espectrofotômetro de placas Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader 
(Biotek, Winooski, EUA). Os antimicrobianos utilizados foram: penicilina, 
ampicilina, ticarcilina, piperacilina, oxacilina, cefalotina, cefoxitina, cefotaxima, 
cefuroxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime, imipenem, meropenem e 
ertapenem. 
Para a obtenção do coeficiente de extinção molar, diferentes 
concentrações dos antimicrobianos diluídos em tampão fosfato 100 mM pH 7,0 
foram adicionados aos poços da placa de quartzo de 96 poços (Hellma GmbH 
& Co. KG, Müllheim, Alemanha), a fim de se obter uma curva de concentração. 
Esta curva, com os antimicrobianos íntegros, foi obtida através da leitura de 
absorbância em 20 comprimentos de ondas diferentes (230 a 268 nm). Então, 
1 µl do extrato proteico bruto de uma cepa produtora de KPC-2 foi adicionado 
aos poços e a degradação dos antimicrobianos foi acompanhada no 
espectrofotômetro de placas, a 30ºC, até a degradação completa de todos os 
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antimicrobianos, seguida de nova leitura, nos 20 comprimentos de onda 
diferentes, gerando desta forma uma curva do coeficiente de extinção molar 
frente aos antimicrobianos degradados. 
Os dados obtidos foram analisados no programa Excel 
(Microsoft™, Washington, EUA) para a obtenção das curvas de regressão 
linear de cada antimicrobiano, íntegro e degradado, em cada comprimento de 
onda. O ∆Ɛ dos antimicrobianos foi obtido subtraindo cada ponto da curva 
degradada pelo da curva íntegra, e o valor do coeficiente angular (slope) obtido 
dessa diferença foi considerado o valor do ∆Ɛ. Este valor reflete a 
concentração de antimicrobiano que foi degradado, e será utilizado para 
converter os valores de absorbância em µM de substrato. 
 
4.13.3.2. Determinação das Constantes de Michaelis-Menten 
A hidrólise dos substratos foi avaliada utilizando-se o 
espectrofotômetro de placas Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader 
(Biotek, Winooski, EUA). O ensaio foi realizado em tampão fosfato 100 mM pH 
7,0, em compartimento termostatizado a 30°C, com volume final de 200 µL. 
Diferentes concentrações de cada substrato foram adicionadas aos poços da 
placa, e após a adição da enzima purificada, a absorbância foi monitorada em 
função do tempo, por 30 minutos, e o coeficiente angular (slope) foi convertido 
em µM de substrato hidrolisado por minuto baseado nos valores de ∆Ɛ dos 
substratos, previamente determinados conforme descrito no item 4.13.3.1. 
As constantes cinéticas foram determinadas a partir das 
velocidades iniciais de hidrolise (< 10% da hidrolise total) em diferentes 
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concentrações dos substratos, utilizando a equação descrita por Michaelis-
Menten com o auxilio dos programas Excel e GRAFIT versão 5.0 (Erithacus 
Software, Steines, UK), considerando a concentração de enzima empregada 
nos ensaios. Os valores de kcat e Km foram estimados utilizando regressão não-
linear por mínimos quadrados, ou por regressão linear, dependendo dos 
valores máximos possíveis da curva de cada antimicrobiano, com o uso das 
plotagens de Eadie-Hofstee e Lineweaver-Burk (Wilkinson, 1961; Price 1985), 
respectivamente. 
 
4.14. Avaliação da Frequência do gene blaBKC-1  
Para o estudo da frequência do gene blaBKC-1 foram avaliadas 472 
amostras de Klebsiella spp. Estas amostras foram provenientes de dois 
estudos de vigilância coordenados pelo Laboratório Especial de Microbiologia 
Clínica, que coletaram amostras isoladas entre os anos de 2007 e 2011, 
provenientes das cinco regiões brasileiras. A pesquisa do gene blaBKC-1 foi 
realizada pela técnica da reação em cadeia da polimerase, utilizando os 
iniciadores de reação BKC F (5’ ACATAATCTCGCAACGGGCG 3’) e BKC R (5’ 
TCGCCGGTCTTGTTCATCAC 3’). 
Para a reação da PCR foram preparadas, em fluxo laminar, para 
cada reação, uma mistura contendo 10 µL de master mix (GoTaq Green Master 
Mix, Promega, Madison, EUA), 7 µL de água destilada estéril (Water, Molecular 
Biology Grade, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) e 0,2 µM de cada um dos 
iniciadores de reação. Após leve agitação, 19 µL foi transferido para cada tubo 
de amplificação, ao qual foi adicionado 1 µL do DNA de cada amostra. As 
condições de amplificação do DNA foram: desnaturação inicial 95º C por 10 
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minutos, seguidos por 35 ciclos de 94º C por 30 segundos, 60º C por 30 
segundos e 72º C por 1 minuto. A etapa de extensão final foi realizada por 10 
minutos a 72º C. 
Após amplificação do DNA, a revelação do produto amplificado foi 
realizada por eletroforese em gel de agarose a 1% (UltrapureTM Agarose, 
Invitrogen®, Carlsbad, EUA) contendo 0,5 μg/mL de brometo de etídio, seguida 
por visualização sob luz ultravioleta. Os amplicons obtidos foram submetidos 
ao sequenciamento, de acordo com o item 4.5, para a confirmação do gene 
detectado. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Amostras Bacterianas 
Durante o ano de 2008, três isolados clínicos de K. pneumoniae 
foram isoladas de pacientes internados em dois hospitais localizados na cidade 
de São Paulo. Estas amostras haviam sido previamente caracterizadas pelos 
laboratórios de microbiologia dos respectivos hospitais como resistentes aos 
carbapenens, com suspeita de produção de carbapenemase, e então 
encaminhadas ao Laboratório Alerta para a confirmação da resistência aos 
carbapenens e determinação do mecanismo envolvido nesta resistência. Estas 
amostras foram nomeadas K1, K2 e K3 (A60136, A60135 e A60134, 
respectivamente, pela numeração do Banco de Microrganismos do Laboratório 
Especial de Microbiologia Clínica), sendo as amostras K1 e K2 pertencentes ao 
Hospital 1, e a amostra K3 pertencente ao hospital 2. 
 
5.2. Teste de Sensibilidade 
O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado pela 
técnica de microdiluição em caldo e as concentrações inibitórias mínimas 
(CIM), em µg/mL, estão descritas na Tabela 5.1. A resistência aos carbapenens 
foi confirmada nos três isolados clínicos, que também apresentaram resistência 
a todos os antimicrobianos β-lactâmicos testados, inclusive à cefoxitina. O 
isolado K1 apresentou valores de CIM para aos carbapenens, em média, duas 
vezes maiores que os isolados K2 e K3. Resistência às quinolonas, à 
amicacina e à tobramicina foram observadas em todas as amostras. 
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Tabela 5.1. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (em µg/mL), dos isolados clínicos, do transconjugante, do clone e das 
cepas receptoras. 
Antimicrobianos K1 K2 K3 Top10 T3 BL21 DE3 pET-BKC-1 
Ampicilina > 256 > 256 > 256 4 > 256 2 > 256 
Ampicilina + Ácido Clavulânico > 256 > 256 > 256 4 > 256 2 4 
Piperacilina > 256 > 256 > 256 2 > 256 1 > 256 
Piperacilina + Ácido Clavulânico > 256 > 256 > 256 2 > 256 1 1 
Ticarcilina > 256 > 256 > 256 2 > 256 2 > 256 
Ticarcilina + Ácido Clavulânico > 256 > 256 > 256 2 > 256 2 8 
Cefalotina > 256 > 256 > 256 1 > 256 2 > 256 
Cefalotina + Ácido Clavulânico > 256 > 256 > 256 1 > 256 2 4 
Cefoxitina 128 128 128 2 64 1 1 
Cefoxitina + Ácido Clavulânico 128 64 128 2 64 1 1 
Cefotaxima > 256 > 256 > 256 0.06 > 256 ≤ 0.015 16 
Cefotaxima + Ácido Clavulânico > 256 > 256 > 256 0.06 128 ≤ 0.015 ≤ 0.015 
Ceftriaxona > 256 > 256 > 256 0.06 > 256 ≤ 0.015 8 
Ceftriaxona + Ácido Clavulânico > 256 > 256 > 256 0.03 256 ≤ 0.015 ≤ 0.015 
Cefuroxima > 256 > 256 > 256 0.25 > 256 1 256 
Cefuroxima + Ácido Clavulânico > 256 > 256 > 256 0.25 > 256 1 1 
Ceftazidima > 256 > 256 > 256 0.25 > 256 0.06 8 
Ceftazidima + Ácido Clavulânico 64 32 64 0.25 256 0.06 0.06 
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Tabela 5.1. Continuação. 
Antimicrobianos K1 K2 K3 Top10 T3 BL21 DE3 pET-BKC-1 
Cefepime > 256 > 256 > 256 0.06 > 256 0.06 4 
Cefepime + Ácido Clavulânico 128 128 128 0.03 128 ≤ 0.015 0.125 
Aztreonam > 32 > 32 > 32 0.25 > 32 0.06 8 
Aztreonam + Ácido Clavulânico > 32 > 32 > 32 0.25 > 32 0.06 0.06 
Imipenem 128 4 8 0.125 8 0.06 0.5 
Imipenem + Ácido Clavulânico 32 2 4 0.125 2 0.06 0.06 
Meropenem 32 8 16 ≤ 0.015 8 ≤ 0.015 0.125 
Meropenem + Ácido Clavulânico 32 4 4 ≤ 0.015 4 ≤ 0.015 0.03 
Ertapenem > 256 64 64 ≤ 0.015 64 0,03 0.125 
Ertapenem + Ácido Clavulânico > 256 32 64 ≤ 0.015 64 0,03 0.06 
Ácido Nalidíxico > 256 > 256 > 256 2 2 - - 
Ciprofloxacina 32 > 32 32 ≤ 0.03 ≤ 0.03 - - 
Levofloxacina 16 32 8 ≤ 0.03 ≤ 0.03 - - 
Gentamicina 0.5 0.25 0.25 0.5 0.5 - - 
Amicacina 128 64 128 2 128 - - 
Tobramicina 4 2 4 1 1 - - 
Canamicina > 256 256 > 256 2 > 256 - - 
Polimixina B 0.25 0.25 0.25 ≤ 0.125 ≤ 0.125 - - 
- Não determinado. 
T3, cepa transformante; pET-BKC-1, clone carreador somente do gene blaBKC-1. 
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5.3. Teste de Hidrólise Enzimática 
O teste de hidrólise foi realizado para verificar se o mecanismo de 
resistência apresentado por esses isolados era enzimático. O teste apontou 
uma hidrólise fraca e induzível para o imipenem, que foi inibida somente pela 
presença de ácido clavulânico, e não pelo EDTA, indicando a produção de uma 
serino carbapenemase, e, portanto, pertencente à classe A de Ambler. Na 
Tabela 5.2 encontram-se os valores obtidos no teste de hidrólise. 
 
5.4. Detecção dos Genes Codificadores de Resistência aos 
Antimicrobianos 
Após a confirmação da presença de uma enzima do tipo 
carbapenemase como sendo a responsável pela resistência aos carbapenens, 
foi realizada a pesquisa de possíveis genes codificadores de β-lactamases pela 
técnica de PCR. Não houve amplificação para nenhum dos genes codificadores 
de carbapenemases pesquisados (metalo-β-lactamases, OXA-
carbapenemases, blaKPC, blaGES e blaSME). Dentre as β-lactamases de espectro 
estendido (ESBLs), AmpC plasmidiais e OXA-ESBLs, somente os genes blaCTX-
M e blaSHV apresentaram amplicons em todas as amostras. O sequenciamento 
dos amplicons confirmou a presença da variante blaCTX-M-2 e de uma blaSHV-110-
like. A enzima SHV identificada nos isolados clínicos apresenta uma mutação 
em comparação com a SHV-110, com a mudança de um ácido glutâmico para 
um aspartato na posição 282 da proteína. 
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Tabela 5.2. Valores de hidrólise e inibição enzimática obtida para as amostras 
clínicas de K. pneumoniae, e para a cepa transformante. 
Amostras 
Hidrólise  Inibição 
Imipenem  Ácido Clavulânico EDTA 
K1 -0,021  95,2% 4,8% 
K2 -0,018  100% 5,5% 
K3 -0,017  100% 5,9% 
T3 -0,015  100% -a 
  a
 Não testado. 
 
 
5.5. Avaliação da Permeabilidade da Membrana Externa 
As alterações na permeabilidade da membrana externa foram 
avaliadas através do perfil das proteínas de membrana externa (OMPs) em gel 
de SDS-PAGE. O isolado K1, que apresenta valores superiores de CIMs aos 
carbapenens que as demais amostras, muito provavelmente não codificava as 
proteínas OmpK35 e OmpK36 (Figura 5.1), pois as mesmas não foram 
visualizadas no gel de SDS-PAGE. Este isolado, por outro lado, apresentou 
hiperexpressão de uma porina de aproximadamente 47 kDa, correspondente a 
LamB. Os isolados K2 e K3 revelaram somente a banda representativa da 
porina OmpK36 no gel.  
A análise das proteínas de membrana externa também foi 
realizada pela PCR, seguido do sequenciamento dos respectivos amplicons, 
revelou resultados discrepantes daqueles observados na técnica de SDS-
PAGE. O sequenciamento dos genes ompK35 das três amostras de K. 
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pneumoniae revelou que este o gene estava integro em todos os isolados. Por 
outro lado, o gene ompK36 não foi amplificado para o isolado K1, indicando a 
provável inserção de material genético, enquanto que o sequenciamento do 
gene ompK36 dos isolados K2 e K3 revelou a presença de diversas mutações 
no DNA, inserções de sequências curtas de DNA (de 6 a 11 nucleotídeos) e 
também deleções na sequência desta porina. Além disso, ao realizar a 
tradução deste gene em proteína, diversos códons de finalização puderam ser 
observados em toda a sequência da proteína. 
 
5.6. Tipagem Molecular 
A avaliação da similaridade genética entre os três isolados de K. 
pneumoniae, realizada pela técnica de PFGE, demonstrou a que as amostras 
eram pertencentes ao mesmo clone (Figura 5.2). 
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Figura 5.1. Gel de SDS-PAGE das proteínas de membrana externa. M: Marcador de 
peso molecular; K1, K2 e K3: amostras clínicas; A: K. pneumoniae 192 (OmpK35, 
ΔOmpK36); B: K. pneumoniae 193 (ΔOmpK35, OmpK36); C: K. pneumoniae 194 
(OmpK35 e OmpK36); e *: amostras não relacionadas ao estudo. 
 
 
 
Figura 5.2. Gel de PFGE das amostras clínicas de K. pneumoniae incluídas no 
estudo. Linhas 1 e 5: marcador de peso molecular; Linhas 2 a 4: amostras K1, K2 e 
K3, respectivamente. 
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5.7. Análise do Perfil de Plasmídeos e Transferência do Gene 
blaBKC-1 
Os plasmídeos presentes nas amostras foram extraídos utilizando 
duas metodologias, uma para plasmídeos de baixo peso molecular, e outra 
para plasmídeos de alto peso molecular. A análise do DNA plasmidial das três 
amostras revelou um perfil plasmidial idêntico, com a presença de quatro 
plasmídeos, com pesos moleculares de aproximadamente 2, 8, 10 e 60 Kb 
(Figura 5.3). 
Os plasmídeos, provenientes da amostra K1, foram então 
transferidos, através da metodologia de eletroporação, para a cepa laboratorial 
de E. coli Top10. Dos transformantes selecionados, somente um, nomeado T3, 
apresentou hidrólise ao imipenem (Tabela 5.2), sugerindo a transferência, e 
consequentemente, a localização plasmidial, do gene codificador da 
carbapenemase. 
A análise do perfil plasmidial da cepa transformante mostrou a 
presença somente do plasmídeo de 10 Kb. Os genes codificados por este 
plasmídeo foram responsáveis pelo aumento das CIMs de todos os 
antimicrobianos β-lactâmicos testados, e também dos aminoglicosídeos 
amicacina e canamicina (Tabela 5.1). A pesquisa dos genes blaCTX-M-2 e blaSHV 
por PCR, presentes nas amostras clínicas, foi negativa na cepa transformante. 
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Figura 5.3. Perfil plasmidial das amostras clínicas e da cepa transformante. Linhas 1 a 
7: extração plasmidial utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep; Linhas 8 a 13: extração 
plasmidial utilizando a técnica de Kieser. Linhas 1, 6 e 12: E. coli NCTC 50192; Linhas 
7 e 13: E. coli NCTC 50193; Linhas 2 e 8: pK1; Linhas 3 e 9: pK2; Linhas 4 e 10: pK3; 
e Linhas 5 e 11: pT3. 
 
5.8. Determinação do Ponto Isoelétrico (pI) das β-lactamases 
A focalização do pI demonstrou a presença de três bandas nas 
amostras clínicas, de pI aproximado de 6, 7,2 e 8,3, provavelmente 
correspondente às enzimas carbapenemase, SHV-110-like e CTX-M-2, 
respectivamente. A cepa transformante T3 apresentou somente uma banda no 
gel de pI, correspondente à carbapenemase, de pI 6,0. 
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5.9. Sequenciamento Completo do Plasmídeo Carreador do 
Gene da Carbapenemase 
Após inúmeras tentativas, não foi obtido sucesso na clonagem do 
gene codificador da carbapenemase a partir do plasmídeo isolado da cepa 
transformante T3. Devido a este fato, o sequenciamento completo do 
plasmídeo foi realizado através da técnica de pirosequenciamento, no 
Laboratório Nacional de Computação Científica (LNCC), em Petrópolis. 
O plasmídeo, de 9.786 pares de base (bp), possui 10 open 
reading frames (ORFs). Destas, 7 correspondem a genes responsáveis pela 
replicação e mobilização do plasmídeo (Tabela 5.3, Figura 5.4). De acordo com 
as sequências destes genes, foi possível determinar que o plasmídeo pertence 
ao grupo de incompatibilidade Q (IncQ). O plasmídeo também é responsável 
por codificar uma nova insertion sequence (IS), da família da IS1380, nomeada 
ISKpn23. A resistência aos aminoglicosídeos observada na amostra 
transformante se deve a presença do gene codificador de uma aminoglicosídeo 
3’-fosfotransferase (APH). Este gene possui 98,5% de similaridade com o gene 
aph3A-VIa. A enzima codificada pelo gene presente no plasmídeo possui 4 
mutações em relação ao gene aph3A-VIa, sendo elas a alteração de um ácido 
glutâmico para uma alanina na posição 49, de uma alanina para uma valina na 
posição 112, de uma treonina para uma alanina na posição 156, e de uma 
treonina para uma asparagina na posição 173 (Figura 5.5). 
O sequenciamento do plasmídeo mostrou a presença de uma 
ORF, responsável por codificar uma proteína da classe das β-lactamases, de 
313 aminoácidos. Este gene foi nomeado blaBKC-1 (Brazilian Klebsiella 
Carbapenemase). A enzima BKC-1 possui maior similaridade com uma β-
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lactamase presente no plasmídeo da bactéria ambiental Sinorhizobium meliloti 
AK83. O alinhamento da BKC-1 com as β-lactamases comumente detectadas 
em isolados clínicos demonstrou uma baixa similaridade, sendo os maiores 
valores obtidos quando comparada às enzimas KPC-2 (39,5%), SHV-18 
(38,7%) e TEM-3 (38,3%). A árvore filogenética está representada na Figura 
5.6. O alinhamento da BKC-1 com outras enzimas β-lactamases da classe A 
revelou que os 4 sítios conservados dessa classe de enzimas (S70-X-X-K; 
S/Y130-X-N; E166 e K234-T/S-G) encontram-se preservados na BKC-1 (Figura 
5.7). 
 
 
Tabela 5.3. Funções e posição dos genes encontrados no plasmídeo pT3. 
Gene Função Bases Fita 
ISKpn23 Transposase 1-1356 3’-5’ 
MobC Proteína de mobilização C 1995-2279 3’-5’ 
MobA Proteína de mobilização A 2478-4607 5’-3’ 
MobB Proteína de mobilização B 3226-3639 5’-3’ 
RepB Proteína de replicação B 3640-4607 5’-3’ 
- Proteína repressora F 4882-5088 5’-3’ 
RepA Proteína de replicação A 5118-5957 5’-3’ 
RepC Proteína de replicação C 5845-6795 5’-3’ 
aph3A-VI Aminoglicosídeo 3’-fosfotransferase 7667-8446 3’-5’ 
blaBKC-1 β-lactamase 8603-9544 3’-5’ 
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Figura 5.4. Mapa do plasmídeo de aproximadamente 10 Kb isolado da cepa 
transconjugante. As setas representam os genes e seu sentido de transcrição: 
roxo, módulo de mobilização; verde, módulo de replicação; azul, genes 
codificadores de resistência aos antimicrobianos; e cinza, sequência de 
inserção. 
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Figura 5.5. Alinhamento dos genes aph3A-VI presente no plasmídeo da cepa 
transformante T3 (linha 1) e do gene aph3A-VIa (Accession number EU977572 
– linha 2). As letras circundadas representam os aminoácidos alterados. 
 
 
 
Figura 5.6. Árvore filogenética da BKC-1, da β-lactamase cromossomal do S. 
meliloti, das enzimas carbapenemases da classe A e das principais ESBL 
encontradas em amostras clínicas. O alinhamento foi realizado utilizando o 
programa MegAlign (Lasergene Software Package, DNASTAR, Madison, EUA). 
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Figura 5.7. Alinhamento das sequências proteicas da BKC-1, da β-lactamase 
cromossomal do S. meliloti, das enzimas carbapenemases da classe A e das 
principais ESBL encontradas em amostras clínicas. As caixas pretas 
representam os sítios conservados de todas as enzimas pertencentes à classe 
A de Ambler e as letras em vermelho representam os aminoácidos idênticos 
entre as sequências. 
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5.10. Clonagem da blaBKC-1 em Vetor de Expressão, Expressão 
e Purificação da BKC-1 
A enzima BKC-1 foi clonada com sucesso no vetor de expressão 
pET26 e expressa na cepa de E. coli BL21 (DƐ3). As etapas de purificação da 
enzima recombinante estão representadas na Figura 5.8. A análise em gel de 
SDS-PAGE revelou a presença da enzima, de 32,8 kDa, com pureza superior a 
90%. 
 
 
 
Figura 5.8. Etapas da purificação da enzima BKC-1 a partir do clone pET-BKC-
1. M: marcador de peso molecular; Linha 1: proteínas do citoplasma; Linha 2: 
proteínas do espaço periplasmático, amostra de entrada da troca iônica; Linha 
3 a 8: pools 1 a 6, respectivamente, coletados durante a troca iônica; e Linha 9: 
amostra não retida pela troca iônica.  
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5.11. Cinética 
 
5.11.1. Determinação dos Coeficientes de Extinção Molar dos 
Antimicrobianos 
Os coeficientes de extinção molar (∆Ɛ) foram determinados, em 
triplicata, para cada antimicrobiano utilizado, em 20 comprimentos de onda 
diferentes. Estes coeficientes são utilizados para o posterior cálculo das 
constantes de Michaelis-Menten, e encontram-se na Tabela 5.4. 
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Tabela 5.4. ∆Ɛ dos antimicrobianos determinados para cada comprimento de onda () em nanômetros (nm). 
 nm Penicilina Ticarcilina Cefalotina Cefuroxima Cefotaxima Ceftazidima Cefepima Cefoxitina 
230 1,1747 0,9548 – – 0,5084 2,3908 1,0215 1,0636 
232 1,1006 0,8339 – – 0,5903 2,5630 1,0584 0,7736 
234 0,9709 0,7104 – – 0,6212 2,5066 1,1649 1,0933 
236 0,8497 0,6124 – – 1,4250 2,7668 1,2516 1,7087 
238 0,7144 0,4987 1,7734 0,5234 1,5330 3,0983 1,4025 2,1648 
240 0,5802 0,4022 2,5147 1,2790 1,5342 3,2921 1,5463 2,2737 
242 0,4479 0,3584 3,4013 2,2179 1,8107 3,5610 1,7840 2,3591 
244 0,3531 0,2237 4,1125 3,0378 2,2432 3,7183 1,8953 2,9011 
246 0,2526 0,1509 4,4604 3,7575 2,7100 4,0689 2,0223 3,1733 
248 0,1976 – 5,0222 3,9912 2,8264 4,4190 2,2635 3,2489 
250 0,1485 – 5,5394 4,6156 3,2086 4,6969 2,4709 3,3605 
252 0,0949 – 6,0758 5,1152 3,6835 5,1024 2,7741 3,6344 
254 0,0586 – 6,5147 5,6641 4,1261 5,2653 3,0648 4,0512 
256 0,0312 – 6,8349 6,0203 4,4889 5,3595 3,2688 3,5526 
258 – – 6,9713 6,1866 4,6046 5,4842 3,4666 3,8437 
260 – – 7,0743 6,2566 4,7135 5,6571 3,5359 4,0827 
262 – – 7,0748 6,1921 4,7191 5,5413 3,7052 3,9234 
264 – – 7,0174 6,0738 4,8380 5,2146 3,8329 4,4948 
266 – – 6,8738 5,8013 4,6964 4,9790 3,8694 4,5414 
268 – – 6,8098 5,5554 4,6052 4,6722 3,8605 4,5349 
– o coeficiente de extinção molar neste comprimento de onda não pode ser determinado. 
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5.11.2. Determinação das Constantes de Michaelis-Menten 
As constantes kcat e Km da BKC-1 para os antimicrobianos 
avaliados até agora se encontram descritas na Tabela 5.5. Os valores de kcat 
correspondem à hidrólise enzimática, enquanto os valores de km correspondem 
a sua afinidade por determinado substrato. O experimento foi realizado em 
triplicata, sendo considerados somente os valores com desvio-padrão menores 
que 10%. A enzima BKC-1 não foi capaz de hidrolisar a cefoxitina. 
 
Tabela 5.5. Perfil hidrolítico da β-lactamase BKC-1. 
Substrato kcat (s
-1) Km (µM) kcat/Km (mM
-1 . s-1) 
Benzilpenicilina 35,8 80,8 443,0 
Ticarcilina 1,6 30,9 0,1 
Cefalotina 80,3 97,0 829,1 
Cefuroxima 49,3 366,0 135,4 
Cefotaxima 28,9 223,1 130,5 
Ceftazidima 0,1 91,4 1,2 
Cefepima 1,7 175,0 9,7 
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5.12. Avaliação da Frequência do Gene blaBKC-1 
Para determinar a frequência do gene blaBKC-1 foram avaliadas 
472 amostras clínicas de Klebsiella spp. Destas amostras, 81,2% pertenciam à 
espécie K. pneumoniae, 4,0% à espécie K. oxytoca, e 14,8% eram Klebsiella 
spp. (Figura 5.9). Estas amostras foram provenientes das 5 regiões brasileiras, 
sendo a maior parte das amostras isoladas na região sul (33,1%), seguida pela 
região sudeste (30,3%), nordeste (20,9%), centro oeste (15,3%) e norte (0,4%) 
(Figura 5.10). 
O gene blaBKC-1 foi detectado em somente uma amostra, 
apresentando uma frequência de 0,2%. Esta amostra, uma K. pneumoniae, foi 
isolada de uma hemocultura de um paciente internado em um hospital da 
cidade de Diadema, no estado de São Paulo. Esta amostra apresentou 
resistência à ampicilina, à piperacilina/tazobactam, à cefalotina, à ceftriaxona, à 
ceftazidima, à cefepima, à gentamicina, à amicacina e ao 
sulfametoxazol/trimetopim, redução de sensibilidade à cefoxitina e 
sensibilidade aos carbapenens. 
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Figura 5.9. Distribuição (em porcentagem) das espécies dos isolados clínicos 
incluídos no estudo. 
 
 
 
 
Figura 5.10. Distribuição dos isolados clínicos de acordo com o estado de 
isolamento. O número acima das barras representa o n de isolados de cada 
estado. 
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6. DISCUSSÃO 
 
As enterobactérias estão entre os microrganismos comensais 
mais abundantemente encontradas nos seres humanos, sendo também as 
responsáveis por grande parte das infecções em pacientes de todas as idades. 
Estas espécies possuem uma grande habilidade de adquirir material genético 
através da transferência horizontal, principalmente por meio de plasmídeos e 
transposons. Como estas espécies tem uma grande propensão de se 
disseminarem facilmente entre os humanos, estes estão constantemente 
expostos a novas cepas com novos repertórios de materiais genéticos. Os 
alimentos, a água, os animais, o ambiente e os objetos inanimados se tornam 
fontes para a aquisição de cepas, que podem conter genes responsáveis por 
codificarem fatores de virulência e/ou mecanismos de resistência bacteriana 
(Grundmann et al., 2010; Nordmann et al., 2011). 
Desde as décadas de 1950 e 1960, quando antibióticos de amplo 
espectro tornaram-se disponíveis para o tratamento de infecções causadas por 
bactérias Gram negativas, as enterobactérias tem adquirido um crescente 
número de mecanismos que as ajudam a evadir desses agentes. No caso dos 
antimicrobianos β-lactâmicos, as penicilinas se tornaram vulneráveis a ação de 
enzimas responsáveis pela sua hidrólise, as β-lactamases. Mesmo após o 
lançamento de compostos antimicrobianos estáveis à ação destas β-lactmases, 
como as cefalosporinas, novas β-lactamases de espectro ampliado (ESBLs) 
logo surgiram (Grundmann et al., 2010). A última classe de β-lactâmicos, os 
carbapenens, foram introduzidos na prática clínica em 1985, e são as drogas 
de escolha para o tratamento de infecções causadas por bactérias produtoras 
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de ESBLs devido à sua estabilidade frente estas enzimas (Grundmann et al., 
2010). Entretanto, enzimas que degradam os carbapenens, as 
carbapenemases, logo surgiram, primeiramente em amostras isoladas, 
codificadas por genes cromossomais, e somente mais tarde, na década de 
1990, por genes mediados por plasmídeos, se disseminando rapidamente após 
o ano 2000. 
A resistência aos carbapenens em enterobactérias vem 
crescendo continuamente no decorrer dos anos, principalmente devido ao 
crescente número de carbapenemases detectadas nestes isolados. No Brasil, 
de acordo com o programa de vigilância aos antimicrobianos SENTRY, a 
porcentagem de isolados de Klebsiella spp. resistentes ao imipenem aumentou 
significantemente entre os períodos de 1997-1999, 2003-2005 e 2008-2010, 
com porcentagens de resistência de 0,5%, 1,7% e 8,6%, respectivamente 
(Gales et al., 2012). Um outro estudo, onde foram avaliadas amostras isoladas 
da América Latina durante o ano de 2011, mostrou que o índice sensibilidade 
ao meropenem entre as amostras de Klebsiella spp. era de 90,3%, sendo que 
52,4% destas amostras eram produtoras de ESBL. Entre os isolados 
provenientes do Brasil, 17,3% apresentavam resistência aos carbapenens 
(Jones et al., 2013). 
O crescimento gradativo observado nos índices de resistência aos 
carbapenens em enterobactérias é acompanhado pelo crescente número de 
descrições da produção de carbapenemases dentre essas espécies. Em um 
estudo realizado por Castanheira e colaboradores (2011), com amostras de E. 
coli e Klebsiella spp. isoladas entre 2007 e 2009 na Europa, Estados Unidos e 
América Latina, foi observado que produção de carbapenemases havia 
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aumentado significativamente na coleção mundial estudada, sendo detectada 
em 1,2% dos isolados coletados em 2007, e em 1,8% dos isolados coletados 
em 2009. Os autores atribuiram esse aumento à disseminação de amostras 
produtoras de KPC, observada em todas as regiões geográficas estudadas. 
No Brasil, atualmente, a carbapenemase mais prevalente em 
enterobactérias é a KPC-2, sendo encontrada desde 2005, tanto em amostras 
clínicas como em amostras isoladas do meio ambiente (Monteiro et al., 2009; 
Pavez et al., 2009; Pereira et al., 2013; Picão et al., 2013; Oliveira et al., 2014). 
A disseminação do gene blaKPC-2 ocorre devido a uma associação de fatores, 
sendo principalmente atribuída à mobilidade dos elementos genéticos 
associados a este gene, como o elemento de transposição Tn4401, e a 
associação com plasmídeos pertencentes a grupos de incompatibilidade 
plasmidial com ampla gama de hospedeiros (Cuzon et al., 2011). Além disso, a 
disseminação da blaKPC-2 também é facilitada pela presença de eficientes 
clones, como é o caso do clone produtor de KPC-2 pertencente ao ST258, que 
se encontra disseminado globalmente. Em amostras brasileiras, K. pneumoniae 
pertencentes aos STs 11 e 437, que pertencem ao complexo clonal (CC) 258, 
são as mais frequentes, sendo encontradas em quase todas as regiões 
brasileiras (Andrade et al., 2011; Seki et al., 2011; Pereira et al., 2013; Picão et 
al., 2013). 
Dentre as outras carbapenemases da classe A conhecidas, 
somente as pertencentes à família da enzima GES já foram descritas em 
enterobactérias no Brasil, porém em uma frequência muito baixa. A variante 
GES-5 foi descrita em duas amostras de K. pneumoniae isoladas nos anos de 
2008 e 2010, nas cidades de São Paulo e Porto Alegre, respectivamente, 
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enquanto uma nova variante, a GES-16, foi descrita em duas amostras de 
Serratia marcescens, pertencentes a um clone, isoladas na cidade do Rio de 
Janeiro (Picão et al., 2010; Peraro, 2011; Ribeiro et al., 2014). Enterobactérias 
produtoras de metalo-β-lactamases também foram descritas no território 
brasileiro, mas assim como observado para a família GES, a frequência do 
isolamento dessas amostras é baixa (Lincopan et al., 2005; Castanheira et al., 
2006; Lincopan et al., 2006; Penteado et al., 2009). 
A detecção laboratorial de organismos produtores de 
carbapenemases é de grande importância, principalmente para a escolha de 
esquemas terapêuticos apropriados. Entretanto, a detecção de enterobactérias 
produtoras de carbapenemases encontra uma série de dificuldades, uma vez 
que a detecção de tais amostras é baseada primeiramente na análise do teste 
de sensibilidade, e na maioria das vezes, a CIM para os carbapenens nestas 
amostras são ligeiramente elevadas, mas ainda se encontram dentro dos 
limites de corte da categoria de sensibilidade (Carvalhães et al., 2010; Miriagou 
et al., 2010; Nordmann & Poirel, 2013). Recentemente, o CLSI reduziu os 
valores dos pontos de corte dos carbapenens para facilitar a detecção dos 
isolados produtores de carbapenemases; entretanto a detecção baseada 
somente neste critério apresenta sensibilidade abaixo dos limites desejados 
(Nordmann & Poirel, 2013). 
Uma série de metodologias tem sido propostas para a detecção 
de carbapenemases; porém, nenhuma delas possui sensibilidade e 
especificidade de 100%. O método mais utilizado, o teste de Hogde modificado 
(MHT), pode gerar dúvidas na interpretação dos resultados, principalmente 
quando um inóculo maior que aquele preconizado da bactéria teste é utilizado. 
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Resultados falsos positivos são observados por esta metodologia quando 
enterobactérias produtoras de ESBL ou AmpC apresentam alteração na 
permeabilidade da membrana externa. Por outro lado, resultados falsos 
negativos têm sido observados para aquelas produtoras de NDM-1 (Carvalhães 
et al., 2010; Doyle et al., 2012; Girlich et al., 2012; Nordmann et al., 2012b). 
Devido a estes motivos, diversos laboratórios brasileiros enfrentam dificuldades 
na detecção de tais mecanismos de resistência.  
Com o intuito de melhorar a detecção de carbapenemases no 
Brasil, a ANVISA liberou, no começo do ano de 2013, uma nota técnica 
padronizando a detecção destas enzimas. Nesta nota, a ANVISA não indica a 
utilização do MHT, e sim a comparação dos halos de discos de carbapenens 
com e sem a associação de inibidores (EDTA, ácido fenilborônico e 
cloxacilina). Esta metodologia permite a detecção e diferenciação de metalo-β-
lactamases, KPC e AmpC plasmidiais, entretanto, não é capaz de detectar a 
enzima OXA-48 (ANVISA, 2013). 
Durante o ano de 2008, dois hospitais localizados na cidade de 
São Paulo encaminharam três isolados de K. pneumoniae resistentes aos 
carbapenens ao Laboratório Alerta para a confirmação da produção de 
carbapenemases e a determinação dos mecanismos de resistência envolvidos. 
O teste de sensibilidade confirmou a resistência aos carbapenens e a todos os 
demais antimicrobianos β-lactâmicos testados, sendo que o isolado K1 
apresentou valores de CIM duas ou mais vezes superiores aos demais isolados 
para os três carbapenens testados. Resistência às quinolonas e aos 
aminoglicosídeos, amicacina e canamicina, também foi observada nos 
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isolados, que apresentaram sensibilidade somente à gentamicina, à 
tobramicina e à polimixina B. 
A parede celular bacteriana é uma barreia efetiva, semipermeável 
a substâncias presentes no ambiente. Nos microrganismos Gram negativos, 
essa barreira é formada por três camadas: a membrana bilipídica externa, a 
parede celular, composta por peptideoglicanos, e a membrana bilipídica 
interna. Os antibióticos, por sua vez, para atingir seu alvo, necessitam 
ultrapassar a barreira da membrana celular externa, e, no caso dos 
antimicrobianos β-lactâmicos, em isolados de K. pneumoniae, as vias utilizadas 
são as proteínas de membrana externa (porinas) denominadas OmpK35 e 
OmpK36. As porinas são proteínas triméricas e servem como canais que 
permitem a passagem de pequenas moléculas hidrofílicas, como ferro, 
nutrientes e antibióticos (Tsai et al., 2011; Fernández & Hancock, 2012).  
A análise do gel do perfil de proteínas de membrana externa das 
amostras estudadas não revelou a presença das bandas correspondentes às 
porinas OmpK35 e OmpK36 no isolado K1, porém nos isolados K2 e K3, o gel 
de SDS-PAGE evidenciou a presença de somente uma banda, que 
provavelmente correspondente à OmpK36. Entretanto, o resultado obtido no 
sequenciamento dos genes de tais porinas mostrou um resultado controverso. 
Pelo sequenciamento, todas as amostras possuem o gene ompK35 integro, 
enquanto o gene ompK36 não está presente na amostra K1, e parece estar 
não funcionante nas amostras K2 e K3. Eventos pós-transcricionais poderiam 
explicar a ausência da banda correspondente à porina OmpK35, no gel de 
SDS-PAGE, na amostra K1. Além disso, devido à resolução do gel, e ao peso 
das porinas OmpK35 e OmpK36 serem muito próximos, essas proteínas 
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podem correr invertidas no gel de SDS-PAGE, o que poderia justificar nossos 
achados. Uma solução viável para este problema é o emprego de anticorpos 
monoclonais, através do western blot, para a identificação correta das bandas 
observadas do gel de SDS-PAGE. 
Em um estudo conduzido por Doumith e colaboradores (2009), 
onde foram avaliadas a influência das porinas na resistência aos carbapenens 
em cepas clínicas de K. pneumoniae, indicou que a perda das porinas OmpK35 
e OmpK36 havia sido essencial para conferir alto nível de resistência aos 
carbapenens. Este fato pode ser observado nas amostras deste estudo, onde o 
isolado K1, que não expressava ambas as porinas, possuia CIMs superiores 
aos carbapenens em relação aos isolados K2 e K3, que expressam somente 
uma delas. Porém, a resistência aos carbapenens causado pela perda das 
porinas só é relevante quando associada à produção de uma β-lactamase. 
Outro fator observado por diversos autores é que a maioria das cepas de K. 
pneumoniae produtoras de ESBL expressa somente a OmpK36, enquanto que 
as cepas não produtoras de ESBL sintetizam as duas porinas, indicando que 
esta associação é fundamental para a resistência aos carbapenens em cepas 
não produtoras de carbapenemases (Hernández-Allés et al., 2000; Doménech-
Sánchez et al., 2003; Landman et al., 2009; Wang et al., 2009; Tsai et al., 
2011). 
Após a confirmação da resistência aos carbapenens, o teste de 
hidrólise dos carbapenens foi realizado para determinar se a resistência 
observada era causada pela produção de carbapenemases. No teste de 
hidrólise, utilizando o imipenem, todas as amostras apresentaram hidrólise 
fraca, somente detectada com um tempo longo de leitura. Além disso, a 
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hidrólise só podia ser observada quando as amostras eram repicadas em meio 
de cultura contendo imipenem, mostrando que a enzima produzida possui um 
caráter induzível. Testes de inibição da hidrólise, realizado com os inibidores 
das enzimas pertencentes à classe A e B de Ambler, ácido clavulânico e EDTA, 
respectivamente, revelaram uma inibição superior a 95% da hidrólise, quando 
as amostras eram incubadas na presença do ácido clavulânico, fato não 
observado quando o EDTA foi utilizado como inibidor, sugerindo a produção de 
uma enzima pertencente à classe A de Ambler.  
A característica induzível observada nas amostras é importante 
tanto no ponto de vista clínico, quanto no laboratorial. Amostras que 
apresentam -lactamases induzíveis são difícies de detectar no laboratório, 
apresentando, na maioria das vezes, CIM dentro dos limites de sensibilidade, 
como observado para a amostra clínica carreadora do gene blaBKC-1 isolada de 
Diadema. Este fato pode acaretar na utilização do imipenem no tratamento 
clínico, e consequentemente, no desenvolvimento de resistência durante o 
tratamento.  
A pesquisa dos genes codificadores de β-lactamases foi realizada 
através da técnica da PCR. Somente os genes blaCTX e blaSHV apresentam 
amplicons nas três amostras estudadas. O sequenciamento do gene blaSHV 
detectou a presença de uma variante da SHV-110, que apresenta uma 
alteração no aminoácido 282. Nesta posição, o aspartato substitui o ácido 
glutâmico presente na SHV-110. 
A espécie K. pneumoniae possui naturalmente resistência 
intrínseca às amino e carboxi-penicilinas, devido à expressão constitutiva de 
uma β-lactamase de espectro restrito. Nesta espécie, esta β-lactamase 
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geralmente é uma SHV-1, SHV-11 ou outros genes relacionados, como a 
blaLEN e a blaOKP (Duvernay et al., 2011). Entretanto, com o passar do tempo, 
mutações pontuais podem ocorrer nesses genes cromossomais, como uma 
forma de evolução bacteriana ou também devido à pressão seletiva imposta a 
estas amostras. O gene blaSHV-110 possui somente uma alteração de 
aminoácidos quando comparado com o gene blaSHV-11, indicando uma possível 
relação entre os dois genes. O mesmo caso pode ser observado com o gene 
codificador de SHV encontrado nas amostras deste estudo, indicando uma 
evolução deste gene cromossomal, e não a aquisição exógena deste 
determinante de resistência. 
O gene blaCTX-M foi identificado pelo sequenciamento, nos 
isolados estudados, como sendo a variante CTX-M-2. Esta é a família de ESBL 
que tem se disseminado mundialmente desde a década passada, tanto em 
ambientes hospitalares quanto na comunidade. Na América do Sul, esta β-
lactamase é reportada como endêmica, sendo a variante CTX-M-2 a mais 
frequente nessa região, ao contrário do que é observado na Europa, onde essa 
variante raramente é encontrada (Cantón et al., 2008; Chagas et al., 2011; 
Redondo et al., 2013; Seki et al., 2013). Em um estudo realizado por Chagas e 
colaboradores (2011), com 85 amostras de K. pneumoniae provenientes de 
seis hospitais brasileiros, os autores observaram que 84% das amostras eram 
produtoras de ESBL, e que destas, 54% carreavam o gene blaCTX-M, sendo, em 
61% dos casos, blaCTX-M-2 a variante mais frequente. Outro estudo que avaliou 
amostras brasileiras de Klebsiella spp. isoladas em dois períodos de tempo 
distintos (anos de 2000 e 2006) também revelou que a CTX-M-2 foi a ESBL 
mais prevalente, e que apesar de no segundo período de tempo outras 
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variantes de CTX começarem a surgir, a CTX-M-2 foi encontrada em 
aproximadamente 58% dos casos (Clímaco et al., 2010). Como indicado por 
Clímaco e colaboradores (2010), a epidemiologia da β-lactamases da família 
CTX-M parece estar mudando no Brasil. Cada vez mais, o gene blaCTX-M-15 vem 
sendo descrito em amostras brasileiras, como pode ser observado no estudo 
conduzidos por Seki e colaboradores (2013), onde 61% das enterobactérias 
produtoras de CTX, carreavam o gene blaCTX-M-15. 
Apesar do teste de hidrólise indicar a presença de uma 
carbapenemase, a pesquisa dos genes conhecidos codificadores de tais 
enzimas não obteve resultado positivo, indicando a presença de um provável 
novo gene codificador de carbapenemase. Com o intuito de verificar se o gene 
responsável pela codificação desta enzima era transferível, foi realizada a 
extração dos plasmídeos das amostras clínicas por duas técnicas diferentes, 
uma para a extração de plasmídeos de alto peso molecular, e outra para a 
extração dos plasmídeos que possuem baixo peso molecular. A análise dos 
plasmídeos indicou um perfil plasmidial idêntico nas três amostras clínicas, com 
a presença de quatro plasmídeos de aproximadamente 2, 8, 10 e 60 Kb. 
Experimentos de transformação, utilizando o imipenem como 
marcador de resistência, e os plasmídeos extraídos da amostra K1, 
selecionaram amostras transformantes contendo somente o plasmídeo de 10 
Kb, indicando a transferência do gene responsável pela resistência aos 
carbapenens. O teste de hidrólise na cepa transformante, nomeada como T3, 
mostrou uma hidrólise fraca e induzível frente ao imipenem, com inibição de 
100% quando incubada com o ácido clavulânico, igualmente ao resultado 
observado para as amostras clínicas. O teste de sensibilidade da cepa 
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transformante mostrou que o plasmídeo transferido, nomeado pT3, foi 
responsável pela resistência a todos os antimicrobianos β-lactâmicos testados, 
além de amicacina e canamicina, o que sugeria a presença de um gene 
codificador de resistência aos aminoglicosídeos no mesmo plasmídeo. Ao 
contrário do observado para os isolados clínicos, na cepa transformante foi 
possível observar a redução da CIM para cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, 
cefepima e imipenem, quando o ácido clavulânico foi adicionado ao teste. Esse 
fato pode ter ocorrido devido à produção de outras β-lactamases (blaCTX-M-2 e 
blaSHV-110-like) pelas amostras clínicas, que não estavam presentes na amostra 
transformante. Experimentos de hibridização serão realizados para determinar 
a localização genética dos genes blaCTX-M-2 e blaSHV-110-like nas amostras 
clínicas. 
Como foi determinado que o gene responsável pela resistência 
aos carbapenens estava localizado no plasmídeo de 10 Kb, experimentos de 
clonagem foram realizados a partir do plasmídeo pT3 extraído da cepa 
transformante. O vetor pBK-CMV foi escolhido para os experimentos de 
clonagem por apresentar somente a canamicina como marcador de resistência, 
e portanto, a seleção dos clones poderia ser realizada com antimicrobianos β-
lactâmicos. Neste experimento, enzimas de restrição foram utilizadas para 
digerir o plasmídeo alvo, sendo os fragmentos resultantes então ligados ao 
vetor e este, transferido para uma célula receptora. Apesar de diversas 
tentativas, não foi obtido sucesso na clonagem do plasmídeo, e, portanto, na 
descoberta do gene envolvido na resistência aos carbapenens. Devido a este 
fato, em parceria com o Laboratório Nacional de Computação Científica 
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(LNCC), o plasmídeo pT3 foi submetido ao sequenciamento em larga escala, 
na plataforma GS FLX 454. 
O plasmídeo sequenciado possuía 9.786 bp e apresentou 9 
ORFs. Seis destas ORFs eram responsáveis pela codificação das proteínas 
envolvidas na mobilização e na replicação plasmidial. Através da sequência do 
grupo de genes de replicação foi possível determinar que o plasmídeo pT3 
pertencia ao grupo de incompatibilidade Q (IncQ). Este grupo de 
incompatibilidade é caracterizado por apresentar plasmídeos de baixo peso 
molecular, mobilizáveis e com uma ampla gama de hospedeiros, combinação 
que resulta na formação de plasmídeos altamente promíscuos (Rawlings & 
Tietze, 2001; Smillie et al., 2010; Loftie-Eaton & Rawlings, 2012). 
Como os demais plasmídeos pertencentes ao IncQ, o plasmídeo 
pT3 possui somente os genes responsáveis pela replicação e mobilização, não 
possuindo o grupo de genes responsáveis pela conjugação. Entretanto, os 
plasmídeos do grupo IncQ podem ser mobilizados em uma alta frequência na 
presença de plasmídeos auxiliares conjugativos. Isso ocorre porque tais 
plasmídeos possuem todos os genes necessários para sua própria replicação e 
mobilização, não dependendo da maquinaria celular hospedeira para sua 
replicação (Rawlings & Tietze, 2001; Smillie et al., 2010), e quando na 
presença de plasmídeos conjugativos, utilizam sua estrutura para transferir-se 
de uma célula para outra. Os plasmídeos IncQ podem ser mobilizados 
eficientemente por plasmídeos auxiliares de diferentes grupos de 
incompatibilidade, como os grupos IncIα, IncM, IncX e IncP (Francia et al., 
2004). 
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Os plasmídeos da família IncQ são capazes de se manter em 
diversos gêneros de hospedeiros, sendo consequentemente encontrados em 
microorganismos de diversos nichos ambientais. Além de possuir os genes 
requeridos para sua própria replicação, não dependendo da maquinaria da 
célula hospedeira, e assim conseguir se manter em várias espécies, os 
plasmídeos pertencentes ao IncQ também possuem um mecanismo de 
proteção contra a restrição por endonucleases. Ao entrar em um novo 
hospedeiro, os plasmídeos estão susceptíveis a diferentes sistemas de 
restrição que fazem parte da proteção celular ao DNA exógeno. Uma das 
estratégias adquiridas pelos plasmídeos IncQ é a prevenção da clivagem por 
tais enzimas, principalmente através da diminuição dos sítios de restrição 
presentes em sua sequência (Rawlings & Tietze, 2001; Smillie et al., 2010). 
Este fato poderia explicar por que os experimentos de clonagem não obtiveram 
sucesso. Como a clonagem é baseada na restrição do DNA alvo, e a posterior 
ligação em um vetor, se o número de sítios das enzimas de restrição é menor, 
os fragmentos de DNA resultantes serão maiores, diminuindo a eficiência da 
clonagem. Nos experimentos de clonagem foram realizadas tentativas com as 
enzimas EcoRI, HindIII, BamHI, NotI e NdeI, entretanto, somente as enzimas 
EcoRI e HindIII foram capazes de clivar a sequencia de DNA do plasmídeo, e 
em somente um lugar, tornando-o assim linear, o que justificaria o fracasso dos 
experimentos de clonagem. 
Dentre os genes acessórios carreados pelos plasmídeos do IncQ 
encontram-se os genes responsáveis pela resistência aos antimicrobianos, 
sendo mais frequentemente encontrados genes responsáveis pela resistência à 
estreptomicina e às sulfonamidas. Porém, genes codificadores de resistência à 
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clindamicina, às tetraciclinas, às quinolonas, aos aminoglicosídeos e aos β-
lactâmicos também já foram descritos. Entre os genes codificadores de 
resistência aos β-lactâmicos somente os genes blaGES-1, blaGES-5 e blaCTX-M-53 
foram identificados neste grupo de plasmídeos (Loftie-Eaton & Rawlings, 2012; 
Carattoli, 2013). Até o momento, os genes blaKPC, blaNDM, blaVIM e blaOXA-48, das 
carbapenemases mais comumente encontradas em enterobactérias, não foram 
descritos em plasmídeos pertencentes ao grupo de incompatibilidade Q. 
Entre as três outras ORFs identificadas no plasmídeo pT3, uma 
corresponde a uma sequência de inserção, e as outras duas a genes 
codificadores de resistência. A sequência de inserção identificada possuía 
somente 91% de similaridade com a ISApr9, caracterizando assim uma nova 
IS, pertencente à família IS1380, e nomeada ISKpn23. As sequências de 
inserção são os menores transposons descritos, carreando somente o gene da 
transposase, e são capazes de se mover de uma posição a outra dentro do 
cromossomo bacteriano, ou até entre o cromossomo e o plasmídeo. Quando a 
IS é inserida no meio de determinado gene, elas interrompem a sequência 
codificadora, inativando a expressão deste gene. Entretanto, as ISs também 
podem ter sequências promotoras nas extremidades do elemento, causando 
um efeito polar quando inseridas à montante de determinado gene, e assim um 
aumento de sua expressão (Toleman & Walsh, 2011). 
Vários membros da família IS1380, como a ISEcp1, são capazes 
de mobilizar elementos genéticos adjacentes no momento da sua transposição, 
não reconhecendo o término de sua sequência, as inverted repeats (IRs), e 
assim mobilizando genes que estão à sua jusante (Partridge, 2011; www-
is.biotoul.fr). Esta transposição possui um papel importante na disseminação de 
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genes de resistência, e também na promoção da aquisição destes genes, pois 
uma vez que a célula adquire o plasmídeo contendo tal elemento, este pode se 
transpor para seu cromossomo, e posteriormente para outros plasmídeos, 
aumentando tanto a transmissão horizontal quanto a vertical. Além disso, a 
associação desta sequência de inserção com plasmídeos pertencentes ao 
IncQ, que possuem uma ampla gama de hospedeiros, pode causar a 
disseminação do gene blaBKC-1 para outras espécies bacterianas, assim como a 
sua integração ao cromossomo bacteriano. A ISKpn23 pode estar diretamente 
envolvida na disseminação do gene blaBKC-1, que provavelmente se originou em 
espécies ambientais e foi mobilizada para os isolados clínicos estudados neste 
trabalho. Porém, experimentos que confirmem se a ISKpn23 também possui 
esta habilidade necessitam ser realizados para a confirmação desta hipótese. 
As duas ORFs restantes são responsáveis por codificar genes de 
resistência aos aminoglicosídeos e aos β-lactâmicos. Os aminoglicosídeos 
pertencem a uma grande classe de antibióticos que possuem estruturas 
bioquímicas diversas, sendo classificados em três grupos de acordo com sua 
estrutura: 4,6-disubstituto 2-deoxistreptamina (DOS); 4,5-disubstituto DOS; e 
monosubstituto DOS. Seu mecanismo de ação consiste na inibição da 
translação do RNAm em proteína através de sua ligação à região 
decodificadora aminoasil-tRNA do 16S do RNA ribossomal. A resistência a esta 
classe de antimicrobianos pode ocorrer por três mecanismos distintos: (1) 
redução da concentração intracelular do antimicrobiano; (2) alteração do alvo 
molecular; (3) e inativação enzimática do antimicrobiano (Azucena & 
Mobashery, 2001; Magnet & Blanchard, 2005; Jana & Deb, 2006). 
Discussão                                                                                                                                        117 
 
A inativação enzimática é a principal causa de resistência a estes 
antimicrobianos, principalmente através da produção de enzimas modificadoras 
de aminoglicosídeos (AMEs). Existem três tipos de AMEs, sendo elas 
classificadas de acordo com o grupo funcional transferido aos 
aminoglícosideos: as acetiltransferases (AAC) transferem um grupo acetil; as 
nucleotiltransferases (ANT) um nucleotídeo trifosfato; e as fosfotransferases 
(APH) um grupo fosfato (Azucena & Mobashery, 2001; Magnet & Blanchard, 
2005; Toth et al., 2009). Essa alteração química dos aminoglicosídeos mudam 
suas propriedades estéricas e eletrostáticas, comprometendo assim a ligação 
do antimicrobiano ao ribossomo bacteriano. 
A resistência aos aminoglicosídeos observada nas amostras 
clínicas e na cepa transformante é causada pelo gene aph(3’)-VI. Esta 
fosfotransferase transfere um grupo fosfato do ATP para um grupo hidroxila 
específico dos aminoglicosídeos. Sete classes de fosfotransferases, APH(3’), 
APH(2’), APH(3’’), APH(4), APH(7’’), APH(6) e APH(9) foram identificadas tanto 
em isolados clínicos como em microorganismos produtores de 
aminoglicosídeos. O maior grupo das fosfotransferases incluem as enzimas 
que modificam o grupo hidroxila dos antimicrobianos na posição 3’. Até o 
momento, foram descritos sete variantes do grupo APH(3’), APH(3’)-I a 
APH(3’)-VI (Vakulenko & Mobashery, 2003; Serpersu et al., 2010). 
O grupo APH(3’) é o mais disseminado entre os patógenos 
clínicos, sendo a variante APH(3’)-I a mais frequente em isolados clínicos, 
principalmente Gram negativos, enquanto a variante APH(3’)-III é a mais 
frequente em isolados clínicos Gram positivos, especialmente nas espécies de 
Staphylococcus e Enterococcus. A variante APH(3’)-VI não é frequente entre 
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isolados clínicos, apesar da APH(3’)-VIa e APH(3’)-VIb terem sido descritas em 
isolados de Acinetobacter baumannii e K. pneumoniae, respectivamente. Estas 
variantes conferem resistência à canamicina, à amicacina, à neomicina, à 
paromomicina, à ribostamicina, à butirosina e à isepamicina (Vakulenko & 
Mobashery, 2003; Magnet & Blanchard, 2005; Jana & Deb, 2006; Wieninger et 
al., 2011). A proteína codificada pelo gene responsável pela resistência aos 
aminoglicosídeos presente no plasmídeo pT3, possui maior similaridade com a 
variante APH(3’)-VIa, diferindo somente pela substituição de quatro 
aminoácidos. 
A ORF localizada à jusante da ISKpn23 e à montante do gene 
aph(3’)-VI é responsável por codificar uma proteína de 313 aminoácidos 
pertencente à família das β-lactamases. A análise da sequência de 
aminoácidos desta enzima apresentou maior similaridade, de apenas 63%, 
com uma β-lactamase encontrada no plasmídeo pSymA do Sinorhizobium 
meliloti AK83, uma bactéria ambiental. Sendo assim, o gene foi então nomeado 
blaBKC-1, de Brazilian Klebsiella Carbapenemase. Através de testes de inibição 
com ácido clavulânico e EDTA foi possível determinar que esta β-lactamase 
pertence à classe A de Ambler. Além disso, os quatro sítios conservados entre 
todas as β-lactamases da classe A estavam presentes e conservados em sua 
sequência. 
Dentre as β-lactamases mais frequentes em isolados clínicos, a 
enzima BKC-1 apresentou maior similaridade com a KPC-2 (39,5%), seguida 
pelas enzimas SHV-18 (38,7%) e TEM-3 (38,3%). É interessante notar que a 
nova carbapenemase, descrita neste trabalho, possui maior similaridade com 
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as ESBLs do tipo SHV e TEM do que com outras carbapenemases da classe A 
já descritas, como a IMI-1 e a SME-1. 
A BKC-1 foi capaz de hidrolisar eficientemente quase todos os 
antimicrobianos β-lactâmicos, com exceção da cefoxitina. Como os três 
isolados clínicos possuem genes codificadores de β-lactamases adicionais, e 
também a associação de outros mecanismos de resistência, como a alteração 
das proteínas de membrana externa, citado anteriormente, era esperado que a 
CIM aos antimicrobianos β-lactâmicos fossem mais elevados em comparação 
àqueles da cepa transformante T3 e do clone pET-BKC. Entretanto, observou-
se uma grande disparidade nas CIMs entre essas últimas amostras. A cepa 
transformante possui valores de CIM consideravelmente maiores do que o 
clone. Uma provável explicação para esse acontecimento é a força dos 
promotores de cada plasmídeo. Na cepa transformante, a codificação do gene 
blaBKC-1 é provavelmente dirigida pela ISKpn23, enquanto que no plasmídeo 
contendo o gene blaBKC-1 do clone, a expressão do gene só ocorre após a 
indução com IPTG. Provavelmente, devido a este motivo, a inibição pelo ácido 
clavulânico foi mais evidente na cepa clone, com diminuição da CIM em até 7 
vezes quando o antimicrobiano foi associado com o inibidor, principalmente 
para as penicilinas. 
Dentre os antimicrobianos analisados no experimento de cinética 
enzimática, os mais eficientemente hidrolisados pela BKC-1 foram a cefalotina, 
seguidos pela benzilpenicilina (maiores valores de kcat/Km). Apesar de 
apresentar baixa afinidade aos substratos cefuroxima e cefotaxima, a eficiência 
catalítica a estes antimicrobianos ocupam o terceiro e quarto lugares, devido à 
boa hidrólise apresentada pela BKC-1. A BKC-1 apresentou uma eficiência 
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catalítica relativamente mais baixa à ticarcilina, antimicrobiano também 
pertencente à classe das penicilinas (carboxipenicilina), e às cefalosporinas 
ceftazidima e cefepima, principalmente devido ao baixo valor de kcat. 
Interessantemente, a enzima BKC-1 possui afinidade 4 vezes maior à 
ceftazidima do que à cefuroxima, sendo seus valores de afinidade somente 
menores quando comparados à ticarcilina (2,9 vezes) e à benzilpenicilina (1,1 
vezes), porém o resultado observado na eficiência catalítica ocorre devido uma 
hidrólise lenta (kcat 0,1 s
-1) deste antimicrobiano, fato também observado para 
ticarcilina. 
A resistência aos antibióticos não é restrita somente às bactérias 
patogênicas ao homem, microrganismos ambientais não patogênicos e 
também aqueles patógenos oportunistas são tão resistentes aos 
antimicrobianos quanto aqueles tipicamente associados a doenças. O papel 
desses organismos como reservatórios potenciais de genes de resistência tem 
se tornando um importante objeto de pesquisa (Wright, 2010). 
Apesar do diverso arsenal de quimioterápicos, as infecções 
bacterianas ainda representam uma das principais causas de morbidade e 
mortalidade mundialmente, sendo este fato atribuído em parte à aquisição de 
infecções causadas por bactérias resistentes. Mais de 80% dos antibióticos em 
uso clínico foram originados de bactérias presentes no solo, seja diretamente, 
como produtos naturais, ou como seus derivados semi-sintéticos. Ou seja, 
muitos dos antibióticos usados atualmente são produzidos por microrganismos 
ambientais, e, portanto, genes que conferem resistência a estes compostos 
provavelmente emergiram de tais habitats (D’Costa et al., 2007; Martínez, 
2008; Torres-Cortés et al., 2011). 
Discussão                                                                                                                                        121 
 
Como os antimicrobianos são inibidores eficientes do crescimento 
bacteriano produzidos por microrganismos ambientais, a hipótese de que tais 
compostos tenham um papel de inibir o crescimento de competidores 
microbianos em um determinado habitat é amplamente aceita, principalmente 
devido ao fato dos antimicrobianos serem usados na clínica com este intuito. 
Entretanto existem outras hipóteses relativas à produção de tais compostos. 
Existem evidências convincentes que indicam que os antimicrobianos possuem 
diferentes papéis na mediação das interações nas comunidades de 
microrganismos em seus ambientes naturais quando presentes em baixas 
concentrações, principalmente como moléculas sinalizadoras, mas também 
com funções metabólicas e de homeostase celular (Martínez, 2008; Martínez, 
2009; Torres-Cortés et al., 2011).  
O uso de antimicrobianos na prevenção e tratamento de plantas e 
animais, seu uso como fator de crescimento em criadouros de animais e 
também seu descarte inadequado tem causado um acúmulo de 
antimicrobianos nos ecossistemas. O forte aumento de suas concentrações, 
como consequência da atividade humana, no ambiente levou a uma mudança 
das funções originais dos antimicrobianos e dos elementos de resistência 
encontrados nesses microrganismos para os papéis de ataque e defesa que 
estes desempenham atualmente em hospitais (Martínez, 2008; Martínez, 
2009). Um exemplo desta situação é o gene responsável pela resistência as 
quinolonas, o qnr, que normalmente é encontrado no cromossomo de várias 
bactérias, cujo habitat natural é a água. A contaminação da água com 
quinolonas favoreceu a integração deste gene em plasmídeos e sua posterior 
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disseminação para locais geograficamente distintos (Martínez, 2008; Martínez, 
2009). 
A produção de antimicrobianos pelos microrganismos presentes 
no solo requer a coprodução de mecanismos de proteção, que é evidenciado 
pela frequente associação de genes de resistência nas regiões que flanqueiam 
os genes responsáveis pela biossíntese de tais compostos. Este fato sugere a 
possível origem de muitos mecanismos de resistência observados na área 
clínica, uma vez que os mecanismos observados no meio ambiente são os 
mesmos (D’Costa et al., 2007). Identificando a fonte desses genes de 
resistência e rastreando seu movimento de ecossistemas virgens para o 
ambiente comunitário e hospitalar irá melhorar os esforços no combate da 
resistência em patógenos humanos. 
Um grupo de determinantes de resistência que se acredita ser 
abundante no solo é o grupo das β-lactamases. O solo é rico em 
microrganismos que produzem β-lactâmicos, como penicilinas e cefalosporinas, 
e consequentemente, acredita-se que genes de resistência frente a estes 
compostos sejam também abundantes. Como os β-lactâmicos possuem alta 
eficácia e baixa toxicidade, eles são a classe de antimicrobianos mais 
frequentemente prescrita, gerando uma poderosa pressão seletiva para genes 
codificadores de resistência no ambiente que está próximo a atividade humana 
(Allen et al., 2009). Este fato pode explicar o aparecimento de novos genes 
conferindo resistência a esta classe de antimicrobianos, como pode ser 
observado neste trabalho. O gene blaBKC-1 possui maior similaridade somente 
com o gene codificador de uma β-lactamase isolada de uma bactéria 
ambiental. A espécie S. meliloti é uma α-proteobactéria, Gram negativa, 
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pertencente à ordem dos Rhizobiales. Esta espécie encontra-se distribuída 
mundialmente em diversos tipos de solos, podendo ser encontrada em sua 
forma livre ou em simbiose com certas plantas leguminosas, principalmente a 
espécie Medicago sativa, a alfafa. Na natureza, esta bactéria possui uma 
importante função na conversão do nitrogênio atmosférico em formas que 
podem ser utilizadas pelas plantas. Esse processo de fixação do nitrogênio 
ocorre em estruturas especializadas chamadas de nódulos, cuja formação é 
induzida pelo próprio S. meliloti nas raízes das plantas (Galardini et al., 2011; 
Sorroche et al., 2012). 
O genoma do isolado S. meliloti AK83 foi inteiramente 
sequenciado, entretanto a caracterização da β-lactamase presente nesta 
espécie não foi realizada. A β-lactamase encontrada nos isolados clínicos é 
similar à β-lactamase encontrada no mega plasmídeo pSymA, que contém os 
genes essenciais para o processo simbiótico desta espécie. A análise do 
conteúdo gênico deste mega plasmídeo em comparação com mega 
plasmídeos de outros dois isolados desta espécie, que possuem seu genoma 
sequenciado, revelou que o pSymA da cepa AK83 possui um grau de sintenia 
muito baixo, indicando um alto índice de rearranjo genético. Além disso, a 
análise dos plasmídeos presentes neste isolado sugere que um deles, o 
plasmídeo numerado como 1, pode ser derivado ou representar um passo 
evolutivo do pSymA (Galardini et al., 2011). 
Assim, uma hipótese para a disseminação do gene blaBKC-1 para a 
espécie K. pneumoniae é que este gene tenha algum link epidemiológico com o 
gene da β-lactamase do S. meliloti AK83, que por rearranjo genético tenha se 
mobilizado para um plasmídeo, e este, disseminado para outras espécies. 
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Além disso, o gene blaBKC-1 está associado com o elemento de inserção 
ISKpn23, que pode ter facilitado a mobilização de tal gene para outros 
plasmídeos, e assim sua disseminação. 
Outro fator preocupante em relação à disseminação da BKC-1 é 
que os três isolados de K. pneumoniae codificadores de tal enzima pertencem 
a um mesmo clone, evidenciando uma transmissão entre pelo menos dois 
hospitais da cidade de São Paulo. Diversos fatores podem ter contribuído para 
esta disseminação, sendo a hipótese mais provável a disseminação através 
dos próprios funcionários da área da saúde ou pela transferência de pacientes 
entre as instituições. Além disso, no estudo da frequência do gene blaBKC-1, foi 
encontrada uma amostra de K. pneumoniae carreadora de tal gene. Esta 
amostra foi isolada de um hospital localizado na cidade de Diadema, cidade 
vizinha a São Paulo, o que indica uma maior disseminação deste determinante 
de resistência. Outra hipótese a ser levantada é que este gene já pode estar 
circulando há algum tempo no ambiente hospitalar, sem uma correta detecção 
do mecanismo de resistência envolvido, principalmente se o microrganismo 
carreador deste gene apresentar sensibilidade aos carbapenens, como 
observado na amostra isolada do hospital de Diadema, tornando-se então um 
reservatório silencioso para este determinante. 
A maioria das β-lactamases descritas até hoje são enzimas 
codificadas por genes plasmidiais isoladas de amostras clínicas. Entretanto, a 
análise dessas cepas clínicas pode não fornecer uma imagem completa da 
evolução da resistência. O surgimento da multirresistência nos primeiros 
isolados clínicos pode ter ocorrido devido à transferência de elementos 
genéticos provenientes de cepas ambientais, sendo que estes mecanismos de 
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resistência aos antimicrobianos já se encontravam presentes no inicio da era 
antibiótica, principalmente em respostas à pressão seletiva de compostos 
antimicrobianos produzidos nos ecossistemas ambientais. Estes mecanismos 
simplesmente tiveram que se mobilizar de bactérias ambientais e comensais 
para a esfera da microbiologia clínica (Toleman & Walsh, 2011), tornando 
essencial o conhecimento da diversidade e da evolução destes genes nas 
populações ambientais. A resistência é inevitável, mas o entendimento das 
origens, evolução e disseminação da resistência aos antibióticos podem 
fornecer informações vitais para o aprimoramento do desenvolvimento de 
novas drogas. 
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7. CONCLUSÃO 
 
1. A resistência aos carbapenens ocorre devido à produção de uma 
nova carbapenemase da classe a de Ambler, nomeada blaBKC-1, 
que possui maior similaridade com a β-lactamase do S. meliloti 
AK83, e pI aproximado de 6,0; 
 
2. Os três isolados apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade, 
apresentando resistência a todos os antimicrobianos β-
lactâmicos, às quinolonas e aos aminoglicosídeos amicacina e 
canamicina; 
 
3. A avaliação da similaridade genética dos isolados de K. 
pneumoniae estudados mostraram que as três cepas pertencem 
ao mesmo clone; 
 
4. As amostras clínicas também codificam as enzimas CTX-M-2 e 
SHV-110-like; 
 
5. A análise do perfil de proteínas de membrana externa revelou que 
a CIM elevada aos carbapenens do isolado K1 em relação aos 
demais isolados é devido à perda de ambas as porinas, OmpK35 
e OmpK36; 
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6. A análise dos plasmídeos revelou que os isolados clínicos 
possuíam quatro plasmídeos, sendo o plasmídeo de peso 
molecular 10 Kb o responsável por carrear o gene blaBKC-1; 
 
7. O gene blaBKC-1 está inserido em um plasmídeo do grupo de 
incompatibilidade Q, mobilizável, e está associado à ISKpn23 e 
também a um gene responsável pela resistência aos 
aminoglicosídeos aphA(3’)-VI-like; 
 
8. Dentre os antimicrobianos testados, a enzima BKC-1 apresentou 
maior eficiência catalítica frente à cefalotina, à benzilpenicilina, à 
cefuroxima e à cefotaxima. 
 
9. A frequência do gene blaBKC-1 é muito baixa entre as amostras de 
Klebsiella spp. da coleção estudada (0,2%), mas a presença 
deste gene em amostras de três hospitais localizados na Grande 
São Paulo indica a sua capacidade em se disseminar. 
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